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La réaction inflammatoire est la première étape nécessaire pour restaurer l'homéostasie tissulaire lésée. 
Elle implique au cours de ses différentes étapes, le système immunitaire, notamment les macrophages 
qui présentent alors divers remaniements inflammatoires et métaboliques. Les macrophages sont 
capables de modifier et d’adapter leur métabolisme cellulaire afin de satisfaire leurs besoins 
énergétiques et réaliser de façon efficace la réaction inflammatoire en fonction des signaux du milieu 
environnant. Ces adaptations métaboliques influencent la physiologie des mitochondries et les 
oxydations phosphorylantes (OXPHOS), les sécrétions de molécules pro- et anti- 
inflammatoires, ainsi que la capacité à réaliser la phagocytose (pathogènes, débris cellulaire, 
autophagie) dépendante de la physiologie des lysosomes. Ces adaptations métaboliques sont 
sous le contrôle de plusieurs facteurs de transcriptions comme NFkB, TFEB ou HIF1α. La 
compaction et l’accessibilité de la chromatine sont des éléments cruciaux pour la régulation 
indirecte de l’activité de ces facteurs de transcription. Dans le noyau, la compaction de l’ADN 
est régulée par les histones mais aussi par d’autres protéines de la famille des High Mobility 
Group (HMG). Parmi les protéines HMG, la protéine High Mobility Group B1 (HMGB1) 
principalement localisée dans le noyau est capable de réguler de façon indirecte la transcription 
de gènes dans de nombreux tissus.  En plus de son rôle nucléaire, HMGB1 peut être activement 
relocalisé dans le cytoplasme puis sécrété par les cellules de l’immunité innée au cours 
d’inflammation aiguë ou chronique. Une fois dans la circulation sanguine HMGB1 joue le rôle 
d’alarmine qui initie et maintient l’inflammation. De plus, chez la souris au cours d’une 
inflammation aiguë ou chronique les concentrations d’HMGB1 circulant sont augmentées par 
rapport à la condition basale. Tous ces résultats suggèrent un rôle d’HMGB1 dans 
l’immunométabolisme des macrophages ainsi que dans les processus inflammatoires aiguës ou 
chroniques. Dans ce contexte, ce travail de thèse s’articule autour de deux objectifs : I/: Étudier 
le rôle d’HMGB1 dérivé des macrophages et de ses conséquences sur  la survenue de la fibrose. 
II/: Étudier le rôle intracellulaire d’HMGB1 dérivé des macrophages au cours du choc 
inflammatoire aigu. Ces travaux ont permis de démontrer in vitro et in vivo qu’en tant 
qu’alarmine HMGB1 dérivé des macrophages n’a pas d’influence sur la survenue de la fibrose 
suite à une nécro-inflammation chronique. De plus, ces travaux ont permis de démontrer in 
vitro et in vivo qu’en tant que facteur nucléaire, HMGB1 exerce un puissant effet anti-
inflammatoire en favorisant la polarisation de type M2, en jouant notamment sur la biogénèse 
et la fonction des lysosomes. Tous ces résultats pris ensemble ont permis de mieux caractériser 
et comprendre les fonctions biologiques de la protéine HMGB1 dérivée des macrophages au 
cours du choc inflammatoire aigu. Ce travail permet aussi de mieux envisager des approches 
thérapeutiques autour de la fonction d’HMGB1 afin d'éviter toute hyper-réaction inflammatoire 

















The Inflammatory reaction is the first necessary step to combat all pathogens and tissue injuries 
and restore damaged tissue homeostasis. The immune system is particularly involved during 
each step, in particular the macrophages which display various inflammatory and metabolic 
changes. Macrophages can modify and adapt their cellular metabolism to meet their energy 
needs and efficiently perform the inflammatory reaction according to signals from the 
surrounding environment. These deep metabolic adaptations influence mitochondria 
physiology and oxidative phosphorylations (OXPHOS), the secretions of pro and anti-
inflammatory molecules, as well as the ability to phagocytize various inflammatory compounds 
(pathogens, cell debris, and autophagy). These deep metabolic adaptations are under the control 
of several transcription factors such as NFkB, TFEB or HIF1α. The compaction and 
accessibility of chromatin are crucial for the regulation of the activity of these transcription 
factors. In the nucleus, DNA compaction is regulated by histones but also by High Mobility 
Group (HMG) proteins. Among this family of HMG proteins, the High Mobility Group B1 
(HMGB1) protein, mainly located in the nucleus, is capable of regulating indirectly the 
transcription of genes in many tissues. In addition to its nuclear role, HMGB1 can be actively 
relocated into the cytoplasm and then secreted by innate immune cells during acute or chronic 
inflammation. Once in the bloodstream, HMGB1 acts as alarmine which initiates and maintains 
inflammation. Furthermore, during acute or chronic inflammation, concentrations of circulating 
HMGB1 are increased compared to the basal condition in mice. All these results suggest a role 
of HMGB1 in the immunometabolism of macrophages as well as in acute or chronic 
inflammatory processes. In this context, this thesis work has two objectives: I /: To study the 
role of HMGB1 derived from macrophages and its consequences on the occurrence of tissue 
fibrosis. II /: To study the intracellular role of HMGB1 derived from macrophages during acute 
inflammatory shock. This work has demonstrated in vitro and in vivo that, as an alarmine 
HMGB1 derived from macrophages, does not influence the occurrence of fibrosis following 
chronic inflammation. Moreover, we demonstrated in vitro and in vivo that as a nuclear factor 
HMGB1 exerts a potent anti-inflammatory action on macrophages by regulating lysosome 
biogenesis and function and skewing towards a M2 profile. All these results taken together 
helped to better characterize and understand the biological functions of HMGB1 proteins during 
the inflammatory reaction. Boosting these anti-inflammatory functions of HMGB1 may 
constitute a potential therapeutic approach to counteract the deleterious effect of hyper-
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Qu’est-ce que l’inflammation ? L’inflammation est la réponse universelle d’un corps face aux 
blessures et agressions externes ou internes qu’il peut rencontrer au cours de sa vie. L’inflammation est 
la première étape qui permet soit de régénérer soit de cicatriser pour assurer la survie. La réaction 
inflammatoire est basée sur une étroite collaboration entre le système immunitaire inné et adaptatif.  
 
I. Historique : Les 5 points cardinaux de l’inflammation  
 
L’inflammation est connue depuis l’antiquité ; Aulus Cornelius Celsus l’a décrit comme 
regroupant une somme de caractéristiques : rubor (rougeur), calor (chaleur), tumor (gonflement), dolor 
(douleur), functio laesa (impotence fonctionnelle). Il ne s’agit en réalité que des conséquences, ou 
dommages collatéraux, de la réaction inflammatoire médiée par le système immunitaire. 
 
 
1. Évolution de la définition de l’inflammation jusqu’à nos jours  
 
L’inflammation est une suite de réactions d’ordre chimique, humorale, cellulaire, vasculaire, et 
enfin métabolique. Ces réactions vont, de façon séquentielle, initier des signaux inflammatoires, les 
amplifier et enfin conduire au retour progressif de l’homéostasie tissulaire.  
Le système immunitaire fut découvert au XIXe siècle. Il s’agit d’un ensemble dynamique de cellules 
qui reconnaissent le soi, du non-soi (bactéries, virus, parasites). Ce qui est considéré comme du non-soi 
est détruit et le soi est conservé. Les cellules du système immunitaire sont appelées leucocytes (du 
grec leukos : blanc et kutos : cellule). Le système immunitaire exerce des défenses dites innées et 
d’autres dites adaptatives. Il est donc très plastique et évolue tout au long de la vie de l'individu. 
 
II. Le système immunitaire  
 
Le premier système de défense contre l’extérieur, est composé de la peau et des muqueuses, il 
s’agit d’une barrière physique. Le second système de défense provient des leucocytes, et notamment de 
la lignée myéloïde du système immunitaire, qui en général, est impliquée dans des réponses 
immunitaires dites innées. Ce système immunitaire est dit inné puisque nous naissons avec ce panel de 
cellules et il n’évoluera que très modérément tout au long de la vie. Le troisième système de défense 
provient de la lignée lymphoïde du système immunitaire, qui constitue la partie des réponses 
immunitaires dites acquises ou adaptatives. Ces deux systèmes immunitaires sont étroitement 
interconnectés et communiquent en permanence. L’ensemble des leucocytes, chez l’Homme adulte 
provient en condition physiologique de la moelle osseuse, présente dans les os creux et plat (Voir figure 
1). 
 
1. Le système immunitaire innée  
 
Il s’agit de la première ligne de défense de l'organisme. Elle permet une protection immédiate 
et à large spectre de l’organisme vis-à-vis du non-soi et du soi. Il détecte le non-soi par la reconnaissance 
de structures communes et conservées entre différents pathogènes. Le système immunitaire inné est 
constitué des cellules dites myéloïdes. Elles participent à l’élimination du pathogène, l’initiation et le 
maintien de la réponse inflammatoire, et enfin à la mise en alerte du système immunitaire adaptatif. 
Nous distinguons deux populations de cellules myéloïdes, en fonction de leur localisation. Celles 




















Figure 1: L’arbre hématopoïétique. Le développement des cellules sanguines se différencie à partir d’une cellule souche hématopoïétique 
dite « long-term » (HSCs) qui a la capacité de se diviser afin de s'auto-renouveler tout au long de la vie, tout en donnant toutes les cellules de 
la moelle osseuse et du sang. D’autres progéniteurs pluripotents, les « short-term » HSCs et les progéniteurs multipotents (MPPs) ont moins la 
capacité de réaliser leur auto-renouvellement. Ensemble, ces trois types de cellules constituent les cellules hématopoïétiques et progéniteurs 
(HSPC). Les MPPs se différencient en deux catégories hématopoïétiques, les progéniteurs lymphoïdes communs (CLPs) et les progéniteurs 
myéloïdes communs (CMPs). Les cellules sanguines matures sont issues de ces deux types de progéniteurs. Abréviations : progéniteurs des 
macrophages et granulocytes (GMP), progéniteurs des mégacaryocytes et érythrocytes (MEP), natural killer (NK). Extrait de la revue de 
Katherine Y. King et Margaret A. Goodell. (Houston - Texas)  
 
Parmi les cellules myéloïdes résidentes nous retrouvons :   
- Les mastocytes, présents dans les muqueuses ils participent à la réponse inflammatoire par la 
libération de granules contenant de l’histamine et de l’héparine permettant une vasodilatation et une 
chemoattraction des macrophages et neutrophiles, sur le site inflammatoire. 
- Les cellules dendritiques (DCs) sont souvent les premières cellules exposées à l’environnement 
extérieur. Leur rôle principal est de lier le système immunitaire inné et le système immunitaire adaptatif, 
par la présentation d’antigènes. Pour ce faire, après leur activation et la phagocytose du pathogène, les 
cellules dendritiques vont migrer et rejoindre un ganglion lymphatique dans le but de présenter des 
antigènes (issues de la dégradation du pathogène) aux cellules lymphoïdes (lymphocyte T CD4 naïfs) 
au travers de leur récepteur CMH.II (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe II).  
- Les macrophages (du grec macro-, gros et -phagein, manger), sont des cellules résidentes dans 
l’ensemble des tissus du corps humain. Ils reconnaissent les pathogènes et peuvent les phagocyter afin 
de les éliminer. Les macrophages produisent une grande variété de cytokines afin de moduler 
l’inflammation. Ils sont aussi capables de produire des ROS (Reactive Oxygen Species) qui participent 
à plusieurs niveaux à l’élimination du pathogène. Les macrophages ont un phénotype qui évolue tout au 
long de la réponse inflammatoire (Soehnlein et Lindbom 2010). 
D’autre part, se retrouvent dans le sang :  
- Les (polynucléaires) neutrophiles présentent dans leur cytoplasme une grande quantité de granules 
cytotoxiques qu’ils libèrent afin d’éliminer les pathogènes. Ils représentent la plus grande fraction des 
cellules circulantes. Ces cellules peuvent réaliser la phagocytose et le burst oxydatif (production rapide 
et massive de ROS) (Savina et Amigorena 2007).  
- Les basophiles et éosinophiles présentent eux aussi possèdent des granules cytotoxiques contenant 
des granzymes et de l’histamine. Ils sont responsables de la libération d’un grand nombre de cytokines 




- Les monocytes sont des cellules capables de réaliser la phagocytose. Ils circulent et patrouillent dans 
l’ensemble du corps. La biologie du monocyte est complexe, ils peuvent pénétrer les tissus par 
diapédèse, puis exercer une activité inflammatoire par sécrétion de cytokines telles que le TNF-α ou IL-
6 (Krenkel, Mossanen, et Tacke 2014). Dans le foie, ils peuvent acquérir un phénotype proche de celui 
des « Kupffer Cells » (KC) après diapédèse et différenciation. Les monocytes acquièrent alors 
sensiblement les mêmes caractéristiques morphologiques et fonctionnelles que les macrophages 
résidents du tissu infiltré (Scott et al. 2016; Lavin et al. 2014). 
J’ai pris le parti de présenter ici une brève introduction de la biologie du macrophage. La question de sa 
diversité fonctionnelle et métabolique sera abordée dans un second temps à la page 43. 
Le Dr Elie Metchnikoff et le Dr. Paul Ehrlich, ont obtenu le prix Nobel de « médecine ou physiologie » 
en 1908 pour la découverte du recrutement au site inflammatoire, et la phagocytose des débris et 
pathogènes par les cellules du système immunitaire (Gordon 2016; 2008). Le rôle des DCs, des 
macrophages et neutrophiles découvert en 1908 par le Dr Metchnikoff est aujourd’hui au centre du 
système immunitaire. Les macrophages et les DCs présentent divers récepteurs comme les TLRs (Toll-
like receptors) ; les PRRs (pattern recognition receptors) et les récepteurs Fc, qui permettent la 
phagocytose du complexe détecté. La découverte des TLR (par le français Jules Hoffmann, l’américain 
Bruce Beutler et le canadien Ralph Steinman) fut récompensée par l'obtention d’un prix Nobel « 
physiologie et médecine » en 2011.  
L’élimination du pathogène reconnue par ces récepteurs fait intervenir dans les cellules leur activité 
protéolytique et de présentation d’antigènes (Savina et Amigorena 2007). 
Les macrophages et les neutrophiles utilisent la protéolyse pour éliminer les cellules apoptotiques, 
sénescentes et les pathogènes, alors que le DCs participent davantage à la présentation d'antigènes.  Dans 
les deux cas, les complexes protéiques comme la NADPH-oxydase (burst oxydatif) et l'ATPase-
Vacuolaire (protéolyse) permettent la dégradation et la présentation du pathogène au reste du système 
immunitaire (Voir figure 2). Ceci afin de produire une réponse immunologique coordonnée entre le 
système immunitaire inné et le système immunitaire adaptatif. Il a été rapporté que les neutrophiles sont 
les cellules myéloïdes avec le phagosome le moins acide (Jankowski, Scott, et Grinstein 2002). Pour 
deux raisons, la première est que lorsque la NADPH-oxydase est active, la pompe à proton (v-ATPase) 
voit son activité diminuer. La seconde est qu’au cours de son activité de production de ROS, il y a une 
fuite de protons au travers de la membrane du phagosome associé une consommation de ces derniers 























Figure 2 : La balance de dégradation après phagocytose : La régulation du pH et la production de ROS dans le phagosome sont contrôlées 
par deux complexes multiprotéiques, le NADPH oxydase (NOX2) et l’ATPase Vacuolaire. La forte capacité de dégradation des neutrophiles 
est essentielle pour l’élimination des pathogènes mais empêche la conservation des peptides du microorganisme. Le recrutement massif de 
NOX2 au phagosome lors du burst oxydatif provoque la destruction du contenu du phagosome par une importante production de ROS, puis 
par l’acidification de sa lumière par action de la pompe à proton v-ATPase. Les macrophages, eux, sont à l’équilibre, ils peuvent éliminer le 
pathogène efficacement et dans certains cas, ils peuvent aussi participer à la présentation d’antigène aux cellules T.  Leur burst oxydatif est 
moins important que les neutrophiles et surtout localisé sur la membrane plasmique. Alors qu’une importante et précoce action de la pompe à 
proton v-ATPase est observée ce qui induit une forte acidification de la lumière du phagolysosome. Les DCs, à l’inverse, ont une dégradation 
protéique limitée ce qui préserve l’antigène et permet une présentation optimale des peptides. Dans les DCs un très faible recrutement de NOX2 
est observé au phagosome avec une faible action de la pompe à proton v-ATPase ce qui stabilise le pH et permet une conservation des antigènes 
et une présentation optimale. Issue de la revue d’Ariel Savina et Sebastian Amigorena (Paris – France) (Savina et Amigorena 2007). 
 
 
a. Le système immunitaire adaptatif  
 
De façon très brève, le système immunitaire adaptatif protège l’organisme en déclenchant une réponse 
immunitaire très spécifique qui se met en place après avoir interagi avec le système immunitaire inné. 
Les lymphocytes naïfs circulent dans l’organisme. Suite à la présentation d’un antigène par la DCs et 
des signaux de costimulation appropriés, ces lymphocytes s’activent et prolifèrent dans les organes 
lymphoïdes en différents sous types d’effecteurs (Pearce et al. 2013). Parmi eux, nous observons les 
Lymphocytes T helper de type 1 (Th1) et de Lymphocytes T helper type 2 (Th2) ou les Lymphocytes T 
Th17 (Kaiko et al. 2007). Les Th1 libèrent de l’IFNγ et du TNFβ. Cette cellule est efficace contre les 
infections intracellulaires et les cellules cancéreuses. Les Th2 libèrent de l’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 ce 
qui active les Lb et participe à l’élimination de parasites. Les Th17 libèrent de l’IL-17, IL-6, IL-22 et 
TNFα ce qui participe à la réponse inflammatoire et à l’activation des neutrophiles face aux bactéries 
extracellulaires. De façon large, les Th1 induisent la réponse immune et les Th2 potentialisent la réponse 
humorale (Kaiko et al. 2007). Les lymphocytes sont aussi capables de réaliser la recombinaison 
somatique ou V (D) J. Cette dernière aboutit à l’édition de lymphocytes B avec des immunoglobulines 
spécifiquement sélectionnées pour leur affinité contre un pathogène. Le système immunitaire adaptatif 
complète la réponse immunitaire innée lors d’une seconde rencontre avec ce même pathogène ce qui 




III. La réaction inflammatoire  
 
 
1. Étape 1 : Initiation de la réponse inflammatoire 
 
Rapidement après une lésion cutanée, les signes cardinaux de l’inflammation apparaissent. Ils 
sont : rougeur, chaleur, gonflement, douleur et l’impotence fonctionnelle. L’initiation de la réponse 
inflammatoire commence par la mise en place d’une vasodilatation de la zone atteinte. Celle-ci est due 
à la sécrétion de NO et d’histamine par les cellules immunitaires.   
L’initiation de la réponse inflammatoire implique les macrophages résidents, les DCs, les 
mastocytes et les cellules de Langerhans après reconnaissance de motifs du soi appelés DAMPs 
(Damage-associated molecular patterns) ou des motifs du non-soi nommés PAMPs (Pathogen 
Associated Molecular Patterns). Parmi les DAMPS les plus connus et les mieux caractérisés, nous 
pouvons citer, S100A Peptides mitochondriaux, heparan sulfate, ATP, ou HMGB1, libérés 
principalement par les cellules nécrotiques, ils peuvent induire la synthèse de cytokines inflammatoires 
(TNF-α, IL-6, IL-1β) (J. Zhang et al. 2017) ; (Bertheloot et Latz 2017). Les cellules myéloïdes vont 
activer les cellules endothéliales et conduire à leur perméabilisation diminuant ainsi le tonus musculaire 
de l’artère. Ceci conduit à une diminution du débit sanguin par augmentation du diamètre des vaisseaux. 
La conséquence physique de cette réaction est la survenue d’un œdème (Hara et al., s. d.). Il s'ensuit une 
migration par chemoattraction et une diapédèse des neutrophiles puis des monocytes et enfin les 




Les neutrophiles arrivent en premier sur le site lésé, ils peuvent libérer activement leur contenu 
du noyau afin de rapidement « emprisonner » et « signaler » le pathogène. Cette action a été appelée 
NET (Neutrophile Extracellular Traps) (Soehnlein et Lindbom 2010). Les NETs sont des complexes 
nucléoprotéiques dont le composant majoritaire est l’ADN, auquel sont associées des protéines des 
granules neutrophiliques (myéloperoxydase, lactoferrine, gélatinase) ainsi que des histones. Le rôle de 
ces filets est de piéger les bactéries et les débris cellulaires afin de faciliter leur destruction et leur 
phagocytose par les autres phagocytes (Brinkmann 2004).  
 
2. Étape 2 : Amplification de la réaction  
 
Les cellules immunitaires présentes sur le site reconnaissent les DAMPs et PAMPs via les TLR. 
Elles synthétisent ainsi des cytokines tels que l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α afin d’amplifier la réponse 
inflammatoire. Cette synthèse entraîne une cascade de signalisation qui aboutit à l’activation d’un 
complexe moléculaire cytosolique appelé inflammasome. 
L’inflammasome est composé de différents acteurs (Guo, Callaway, et Ting 2015): NLRP3 
(senseurs), ASC (adaptateur) et la pro-caspase 1 (effecteur) (Voir figure 3). Après la reconnaissance du 
pathogène par les TLRs et PRRs les pro-caspases 1 s’oligomérisent et via leur activité protéolytique 
elles s’activent par clivage (Tschopp et Schroder 2010). Ceci active l’inflammasome qui entraîne d’une 
part la maturation (par clivage) et la sécrétion d’IL-1β et de l’IL-18 et d’autre part la pyroptose de la 
cellule. La pyroptose est une mort cellulaire et inflammatoire rapide qui se traduit par une libération 
d’IL-1β et d’IL-18 ainsi que l’épanchement du reste du contenu cytoplasmique de la cellule (Guo, 
Callaway, et Ting 2015). La pyroptose nécessite que la caspase 1 mature clive la gasdermine D. Cette 
dernière va alors s’oligomériser et s’insérer dans la membrane plasmique formant un pore de 10-14nm, 
composé de 16 protomères de gasdermine D  (Broz 2015). Ce pore tue la cellule de l’intérieur via une 
perforation de la membrane plasmique (Guo, Callaway, et Ting 2015) ; (Broz 2015). 
 L’activation de l’inflammasome est régulée à plusieurs niveaux (Voir figure 3). Parmi les activateurs 
nous observons :  
- L’homéostasie ionique. L’ATP pour Adénosine Triphosphate (en tant de DAMPs) induit une 
ouverture de canal P2X7, qui conduit à une fuite rapide de K+ de la cellule vers le milieu extracellulaire 
(Tschopp et Schroder 2010). Cet efflux de K+ s’accompagne d’un influx de Ca2+. Ensemble ces 
perturbations ioniques activent l’inflammasome (Di et al. 2018). Cette modification séquentielle du 
statut ionique fait intervenir deux transporteurs, le canal P2X7 (échangeur de Ca2+ et  Na+) puis le canal 
TWIK2 (efflux de K+) (Di et al. 2018). La délétion de TWIK2 dans les macrophages protège les 
animaux des lésions pulmonaires suite à une endotoxémie, dû à un défaut d’activation de 
l’inflammasome.  
- Une fuite du lysosome. Une phagocytose inefficace (particules non dégradables (Zindel et Kubes 
2020) ou rupture du phagosome (Westman et al. 2020)) peut induire une rupture des membranes des 
lysosomes ou phagosome, libérant le contenu dans le cytoplasme et ainsi, activant l’inflammasome. La 
cathepsine D initialement retrouvée dans les lysosomes participe à l’activation de NLRP3 et à la 
production de ROS (Guo, Callaway, et Ting 2015) ; (Broz 2015) ; (Tschopp et Schroder 2010). (Okada 




- Des dysfonctions mitochondriales vont libérer des ROSm (mitochondriaux) et de l’ADNm (ADN 















Figure 3 : HAUT: Initiation et activation de l’inflammasome NLRP3 et Caspase 1. Il existe deux voies d'activation. La première, 
dépendante de NFkB en réponse au TLR4, induit l’augmentation d’NLRP3 et d’IL-1β. La deuxième, par deubiquitination des protéines NLRP3 
déjà existantes, alors que l’adaptateur ASC, doit être ubiquitinylé et phosphorylé pour que l’assemblage de l’inflammasome puisse avoir lieu. 
Suite à l’initiation de l’inflammasome NLRP3, une relocalisation d’NLRP3 de la mitochondrie vers le cytosol (1) doit se faire. La mitochondrie 
doit libérer des facteurs activateurs comme les ROSm, l’ADNm (ADN mitochondrial) ou la cardiolipine (2). La cellule doit ensuite, réaliser 
un efflux de potassium au travers de la membrane plasmique (3). Enfin la cathepsine doit être relarguée du lysosome suite à la déstabilisation 
de sa membrane (4). Récemment il a été découvert que NLRP3 se nucléarise autour d’ASC par des interactions entre les domaines PYD-PYD. 
La Pro-Caspase 1 bourgeonne par des interactions entre les domaines CARD-CARD, permettant une homoprotéolyse activatrice de la Pro-
Caspase 1 en Caspase 1 (p10 et p20). D’après (Guo, Callaway, et Ting 2015). Figure 3 : BAS | Les effecteurs de la Caspase 1 : Après 
l’activation de la Caspase 1 par homoprotéolyse, elle se dimérise et devient active. Elle va alors initier la pyroptose par clivage de la gasdermine 
D ainsi que la maturation de cytokines par clivage de la pro-forme comme pour la cytokine IL1β. A partir de Bros 2015 (Basel – Suisse) (Broz 
2015)  
Associées aux dysfonctions mitochondriales, il existe d’autres voies d’activation de l’inflammation.  
L’axe cGAS-STING reconnaît l’ADN microbien dans le cytosol (comme la preuve d’une 
infection intracellulaire) et provoque une activation du S.I (en activant le gène de l’IFNβ) (Qi Chen, 
Sun, et Chen 2016). cGAS pour Cyclic GMP-AMP (cGAMP) synthase détecte l’ADN et libère un 
messager secondaire le cGAMP qui va activer STING. Cependant des activations aberrantes de cet axe 
existent, lorsque cGAS détecte de l’ADNm du soi, ceci provoque une réaction auto-immune. En effet, 
de par leur origine procaryote, les mitochondries conservent une structure de leur ADNm proche de 




Figure 4: La voie cGAS-STING et la détection de l’ADN cytosolique. 
L’ADN libre dans le cytosol est reconnu comme PAMP (quand il est issu d’une 
infection microbienne) ou bien comme un DAMP (dysfonctions 
mitochondriales ou phagocytose de débris cellulaire). L’ADN dans le cytosol 
va alors se lier à cGAS qui va catalyser la synthèse de 2’3’-cGAMP à partir 
d'une molécule d’ATP et une autre de GTP. Ce messager secondaire (2’3’-
cGAMP) va alors activer STING qui est localisé à la surface des vésicules entre 
le RE (réticulum endoplasmique) et le Golgi. STING va alors entraîner 
l’activation d’IKK et TBK1. IKK va phosphoryler IkBa et permettre au 
complexe protéique NFkB de rentrer dans le noyau. TBK1 lui, phosphoryle 
STING ce qui lui permet de recruter IRF3 (qui sera phosphorylé lui aussi par 
TBK1). Une fois phosphorylé IRF3 va se dimériser et entrer dans le noyau, où 
avec NF-kB ils induisent l’expression de l'interféron et autres cytokines 
inflammatoires (Qi Chen, Sun, et Chen 2016). Illustration issue de la 







Il existe d’autres mécanismes d’induction de l’inflammation. Notamment une induction de 
nature lipidique. En effet les macrophages, monocytes et neutrophiles synthétisent des eicosanoïdes 
comme les prostaglandines (PG) et leucotriènes. Il s’agit de lipides inflammatoires (Funk 2001). Ces 
lipides sont synthétisés par les cyclooxygénases, enzymes inhibées par les AINS (anti inflammatoire 
non stéroïdien) (Funk 2001). Les lipides comme les PGE2 et les PGD2 vont progressivement favoriser 
l’expression de médiateurs lipidiques anti-inflammatoires qui va participer à la résolution de 
l’inflammation (Serhan, Chiang, et Dyke 2009). 
 
3. Étape 3 : Résolution de l’inflammation  
 
 
Après une blessure, un grand nombre de monocytes sont recrutés de la moelle osseuse vers le 
tissu lésé via des chimiokines et molécules d’adhésion. Les macrophages recrutés (issus des monocytes 
circulants) prolifèrent et acquièrent un phénotype proche des macrophages résidents (Scott et al. 2016; 
Lavin et al. 2014). Ceci enrichit le site inflammatoire en cellules immunes pour permettre l’élimination 
efficace du signal inflammatoire et l’arrêt de la réponse inflammatoire.  
Au cours de cet arrêt, plusieurs freins se mettent en place. On retrouve parmi eux : Des médiateurs 
lipidiques limitant l’infiltration des neutrophiles (Soehnlein et Lindbom 2010) l’activation de la voie de 
l’IL-10 (interleukine 10) et du TGFβ (Transforming Growth Factor Beta) (Soehnlein et Lindbom 
2010)l’éfférocytose (issue du latin signifiant « porter à la tombe » ; cela définit la phagocytose des 
cellules apoptotiques (ACs pour apoptotic Cells) par les phagocytes) des cellules mortes (S. Zhang et 
al. 2019) et enfin les modifications des OXPHOS (oxydation phosphorylantes) (Nomura et al. 2016; 







- Les médiateurs lipidiques comme les lipoxines et les résolvines, sont synthétisés par les neutrophiles 
et les macrophages. La lipoxine A4 inhibe l’entrée de davantage de neutrophiles sur le site inflammatoire 
(Soehnlein et Lindbom 2010). Les macrophages, lors de la résolution de l'inflammation, induisent 
l’apoptose des neutrophiles. En effet les neutrophiles ont une durée de vie limitée, ils sont alors exposés 
à des signaux de survie, comme IL-1β, le G-CSF et le GM-CSF, tous synthétisés par les monocytes et 
macrophages. Suite à une modification des sécrétions des macrophages (diminution d’IL-1β) les 
neutrophiles entrent en apoptose. Ils seront phagocytés par les macrophages (Soehnlein et Lindbom 
2010); (Serhan, Chiang, et Dyke 2009). 
- L’Interleukine 10 est synthétisée par diverses cellules dont les lymphocytes, les mastocytes, les DCs, 
les monocytes et les macrophages.  L’IL-10 est induite suite à un stimulus inflammatoire et a pour effet 
de diminuer la synthèse des cytokines inflammatoires, dont le TNF-α (Fiorentino et al., s. d.). Une 
production autocrine d’IL-10 est induite par les macrophages inflammatoires (M1) in vitro, ceci via une 
régulation de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Baseler 2016). Il existe un rétro control positif 
entre la production d’IL-10 et l’activité d’efférocytose des macrophages (A-Gonzalez et al. 2010; Doran, 
Yurdagul, et Tabas 2020). 
- Le TGFβ induit un phénotype M2 sur les macrophages, et une surexpression d’IL-10. A ce moment-
là les macrophages synthétisent des métalloprotéases (MMP), du PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor), et du VEGF-A (Vascular Endothelium Growth Factor A) qui favorisent le remodelage, la 
prolifération et l’angiogenèse du vaisseau macrophages (Soehnlein et Lindbom 2010); (Doran, 
Yurdagul, et Tabas 2020) 
- L’efférocytose induit des modifications profondes (métabolique et sécrétoire) chez le phagocyte qui la 
réalise. Elle a pour effet dans les macrophages d’induire la production de cytokines anti-inflammatoires 
(synthèse de TGF-β) tout en réprimant la synthèse des cytokines inflammatoires (diminution de 
sécrétion de l’IL-6 et de TNF-α) suite à la reconnaissance des ACs (Doran, Yurdagul, et Tabas 2020) ; 
(S. Zhang et al. 2019; Lantz et al. 2020) 
- Les OXPHOS (fonctionnelles) permettent en plus de la production d’ATP, de réaliser le switch des 
macrophages M1 vers des macrophages M2. L’intensité des OXPHOS est importante chez un 
macrophage M2 par rapport à un macrophage naïf (M0) (Van den Bossche et al. 2016; S. Zhang et al. 
2019). Cette augmentation des OXPHOS s’explique par l’oxydation des acides gras par la FAO (S. C.-
















Figure 5 : Régulation de l’inflammation et la cicatrisation par différentes classes de macrophages. Lors d’une lésion tissulaire, un 
recrutement massif de monocytes inflammatoires se crée. Une fois dans le tissu, ils se différencient en macrophage, puis synthétisent 
notamment de l’interféron-γ (IFNγ). Ce dernier est libéré par les cellules inflammatoires voisines comme les neutrophiles, les « natural killer », 
les macrophages résidents et les lymphocytes T. Les cellules dendritiques peuvent, via les signaux dépendant des PRRs, participer au 
recrutement des monocytes dans le tissu. Lors de la phase d’initiation les macrophages présentent un profil M1 - inflammatoire, caractérisé 
par la production de NO, de ROS, l’IL-1 et de TNFα essentielle pour l’activité antimicrobienne. La sécrétion de métalloprotéase comme MMP2 
et MMP9 par le M1 participe à la dégradation de la MEC, afin de faciliter le recrutement d’autres cellules immunes in situ. D’autres parts lors 
d’une lésion tissulaire, nous pouvons observer la libération d’IL-25, d’IL-33 et de Thymic Stromal LymphoPoietin (TSLP) qui induisent 
l’expression d’IL-4 et d’IL-13 et leur sécrétion par les mastocytes, basophiles et TH2. Suite à l’élimination du pathogène, l’activation du M1 
diminue et les alarmines types TH2 orientent la réponse immune vers un état résolutif, et pro cicatrisant où prédominent alors des macrophages 
dit M2. Ils favorisent la cicatrisation et la survenue de la fibrose en produisant des MMPs, des facteurs de croissances comme le platelet-
derived growth factor (PDGF) et des cytokines comme le transforming growth factor-β1 (TGFβ1). Les M2 acquièrent l’expression de 
l’Arginase 1 (ARG1), resistin-like molecule-α (RELMα), programmed death ligand 2 (PDL2) et d’IL-10, tous connus pour favoriser la 
cicatrisation et le retour à l’homéostasie tissulaire. D’après Murray et ses collègues (Memphis -USA) (Murray et Wynn 2011). 
 
4. Étape 4 : Le retour de l’homéostasie par les macrophages  
 
Les neutrophiles apoptotiques polarisent les macrophages vers le phénotype M2 (suite à l’efférocytose 
des neutrophiles) (Horckmans et al. 2016; Korns et al. 2011; S. Zhang et al. 2019) (Voir la figure 6, ci-
dessous). La polarisation M2 est nécessaire pour l’élimination efficace des cellules apoptotiques par les 











Figure 6: La polarisation des macrophages détermine leur capacité d’efférocytose. A gauche, les macrophages M1 (induit par le LPS, et 
IFNγ) présentent une activité bactéricide, et une production de cytokines inflammatoires, très importante. Ils sont cependant peu équipés pour 
réaliser l’efférocytose. A droite, lors de la polarisation M2, les macrophages présentent davantage de récepteurs impliqués dans la 
reconnaissance des ACs. In vivo, tout au long de la réaction inflammatoire, les programmes transcriptionnels qui définissent la polarisation 
des macrophages évolue, de l’état inflammatoire (M1), à celui de résolutif (M2). Illustration issue de la revue de Darlynn Korns (Denver-USA) 
(Korns et al. 2011) 
Les phagocytes se lient aux ACs par divers récepteurs comme TIM1 (T cell immunoglobulin mucin 
receptor 1) MerTK (Mer tyrosine kinase) et stabilin 2, ce qui entraîne la suppression de TNF-α et IL-6, 
associé à la production de TGF-β (transforming growth factor-β) et de VEGF (Doran, Yurdagul, et 
Tabas 2020; Soehnlein et Lindbom 2010). Les phagocytes, par la sécrétion de ces facteurs de 
croissances, induisent l’activation des HSCs, (Hepatic stellate cells) qui jouent un rôle central dans la 
production de matrice extracellulaire. Cette matrice va alors devenir le théâtre de plusieurs processus 







IV. Rôle des macrophages dans la fibrose et la régénération 
 
 
1. La régénération  
 
La régénération est un processus naturel de remplacement et de restauration d’un élément manquant ou 
endommagé au niveau cellulaire, tissulaire, d’un organe ou d’un membre entier. Elle peut être 
incomplète et aboutir à une cicatrisation et parfois dans des conditions pathologiques conduire à la 
fibrose de l’organe (Seifert et al. 2012; Martin 1997). 
Les axolotls adultes, comme les salamandres (tous les deux des urodèles) sont capables de régénérer 
complètement leur derme (Seifert et al. 2012). Ce qui en fait des modèles biologiques pour étudier les 
processus de régénération. L’amputation d’un le leur membre entraîne un processus complexe de 
prolifération, différenciation, apoptose et croissance cellulaire afin de reconstruire à l’identique le 
membre manquant. Ceci étant orchestré en grande partie par les macrophages qui affluent massivement 
dans le tissu régénératif (Godwin, Pinto, et Rosenthal, s. d.). Le poisson zèbre (Zebrafish), un modèle 
d’étude plus répandu, possède aussi la capacité de régénérer tant le cœur que les nageoires (Poss 2002; 










Figure 7 : exemple de régénération chez les urodèles. Les axolotls, les salamandres et les poissons sont capables de régénérer un membre 
au travers d’un processus biologique qui recrée à l’original les tissus et fonctions. Ceci sans laisser de cicatrice (dépôt de matrice extracellulaire 
(MEC)). Adapté de Cordero - Espinoza et collègues (Cambridge, Angleterre) (Cordero-Espinoza et Huch 2018) 
 
Chez l’Homme, il existe tout de même quelques exemples de régénération, comme celui du foie (la peau 
et des muscles possèdent également des fonctions de régénération mais elles ne seront pas abordées dans 
ce travail). Compte tenu de son positionnement anatomique et de sa fonction de détoxification, le foie 
est soumis à de nombreuses agressions, et a pu mettre en place des mécanismes régénératifs 
compensatoires visant à maintenir dans le temps sa fonction. La régénération hépatique est le plus 
couramment observée après une assimilation excessive de xénobiotiques comme l’acétaminophène 
(Paracétamol), qui provoque une nécrose centro-lobulaire.  
Je présenterai cette pathologie ultérieurement au cours de l’introduction page 24. Au cours de la nécrose 
centrolobulaire, les hépatocytes juxtaposés à la zone nécrotique entrent en division cellulaire dans les 
24 heures qui suivent la survenue de la nécrose. Ces hépatocytes libèrent des signaux mitogènes comme 
du FGF1/2, le VEGF et du GM-CSF, un signal mitogène pour les Kupffer cells (KC) (les macrophages 
résidents du foie). Cela permet, in fine, de régénérer des lobes hépatiques fonctionnels  (Michalopoulos 
2020). La régénération et la fibrose sont des processus partageant des similitudes (Voir Figure 8 ci-
dessous). Elles surviennent suite à une lésion et leur réalisation est dépendante des macrophages et de 































Figure 8 : Balance entre la régénération et la fibrose. (A) Le foie est l’un des rares organes chez le mammifère adulte à conserver une 
capacité de régénération. Une résection jusqu’à 70% de la masse du foie via une hépatectomie partielle, entraîne une croissance compensatoire 
des tissus intacts afin de restaurer l’entièreté de la masse et de la taille de l’organe. Cependant un foie réséqué n’est pas un foie altéré ou lésé. 
Sa régénération est dépendante de son habileté à détecter une insuffisance de taille et de masse vis-à-vis du poids du corps. (B) Le foie peut 
aussi se régénérer suivant une lésion (alcool, xénobiotiques) qui aboutit à la mort d’hépatocytes. Ce processus est caractérisé par une réaction 
inflammatoire, une synthèse et le remodelage d’une matrice extracellulaire (MEC) permettant la régénération. Cependant, si la lésion hépatique 
persiste, le tissu sera cicatrisé plutôt que régénéré, et gardera des cicatrices aussi connues sous le nom de fibrose, ce qui altère la structure 




2. La fibrose 
 
La fibrose, notamment celle du foie, est dépendante des macrophages (Kolios 2006). La fibrose 
hépatique est une accumulation de matrice extracellulaire qui survient dans plusieurs pathologies 
chroniques du foie comme la cirrhose ou le NASH (Kolios 2006). 
Dans les années 1970, il a été démontré que la fibrose hépatique pouvait être partiellement réversible, 
sans pour autant identifier le fonctionnement sous-jacent et les cellules impliquées.  
Un premier élément de réponse est identifié en 1980 lors de la découverte du rôle des HSCs (hepatic 
stellate cells) dans la synthèse du collagène au cours de la fibrose hépatique. Ces cellules, décrites à 
l’origine par Von Kupffer en 1876 s’activent suite à diverses sécrétions et deviennent des 
myofibroblastes (Bataller et Brenner 2005); (Cordero-Espinoza et Huch 2018). L’équipe de Robert F. 
Schwabe a montré grâce à un modèle de souris transgéniques qui permet de suivre les HSCs, qu’elles 
contribuent à l'émergence de 80-90% des myofibroblastes dans le foie lors de stress chroniques 
(Mederacke et al. 2013). Une fois activés, les myofibroblastes sont maintenus en vie par les KC. Il est 
décrit une voie dépendante NF-κB favorisant la survie des myofibroblastes activés par les macrophages 
du foie (dû à la libération d’IL-1 et de TNF) et non pas par les DCs (Pradere et al. 2013). 
Le deuxième élément de réponse réside dans le rôle des macrophages. Il a été démontré que les 
macrophages participent aussi à la résorption de la fibrose (P. Ramachandran et Iredale 2012). En effet, 
la déplétion des macrophages au cours de la résorption de la fibrose (induite par le traitement chronique 
au CCL4) entraîne un défaut de résorption de la fibrose (P. Ramachandran et Iredale 2012). Lors de la 
résorption, les macrophages produisent plusieurs MMPs (métalloprotéases) notamment la MMP-13, qui 
est essentielle pour la dégradation du collagène (chez le rongeur) (P. Ramachandran et Iredale 2012). 
Les macrophages produisent également des molécules pro-apoptotiques pour les myofibroblastes 




Mais, alors comment une même cellule peut-elle générer des effets biologiques aussi variés ?  
La question n’est pas complètement élucidée. Toutefois, un début de réponse semble apparaître dans la 
diversité et la cinétique des réponses du foie lors d’agression(s). (Voir figure 9).  
A l’état physiologique, la matrice extracellulaire du foie est composée de collagène de type IV, de 
laminine, et de protéoglycane, qui sont progressivement remplacés lors de la fibrose par du collagène I 
et III sécrétés par les HSCs (Kolios 2006). In vivo, les KC sont impliqués dans l’activation des HSCs 




Figure 9 : Altération de la capacité du tissu à retourner à l'homéostasie par la fréquence des lésions. Chez un individu sain, une lésion 
ponctuelle du foie (Lésion 1) entraînera une réponse régénérative (courbe verte) qui permet un retour à la physiologie du tissu. Des lésions 
répétées (Lésion 2 et 3) empêchent cette régénération et conduisent le foie dans un état fibrosé (courbe rouge Lésion 1+2). Le foie peut encore 
une fois revenir à l’état physiologique à condition qu’il n’y ait plus de dommage hépatique (résolution de la fibrose) (Lésion 1+2 et le temps, 
courbes jaune). Si un nouveau dommage survient, la fibrose demeurera (courbe rouge : Lésion 1+ 2+3). De plus, les lésions détériorent le tissu 
ce qui fait le lit de la cirrhose (Lésion 1+2+3+4, courbe mauve claire) ou d’une cirrhose avancée (Lésion 1+2+3+4+5, courbe mauve). Adapté 




Les macrophages possèdent un très large spectre de phénotypes. Ils peuvent rapidement acquérir 
un aspect inflammatoire, ou à l’inverse plutôt anti-inflammatoire. Cette plasticité est induite de diverses 
façons notamment lors de l’efférocytose. Les ACs présentent des signaux dits « eat me » parmi lesquels 
la phosphatidylsérine (PS) externalisée sur le feuillet externe de la bicouche lipidique de la membrane 
plasmique (Lemke 2019). Un des récepteurs impliqués dans l’efférocytose est le récepteur Mer tyrosine 
kinase (MerTK). La délétion de ce récepteur à la surface des macrophages aboutit à un défaut 
d’efférocytose in vitro et in vivo, ceci dans un contexte pathologique d’athérosclérose (Thorp s. d.). 
 
Au cours du NASH (Nonalcoholic steatohepatitis) les KC, après efférocytose (induite par la 
reconnaissance de l’ACs via MerTK) se mettent à synthétiser et libérer du TGF-β1 ce qui active les HSC 
(Cai et al. 2020). Dans le même temps l’efférocytose entraîne aussi l’activation de mTORC1 
(mammalian Target Of Rapamycin complex 1), ce qui active la lipolyse dépendante du lysosome et 
oriente le macrophage dans un phénotype M2 (W. Liu et al. 2019). A l'inverse, la perte de l'activité de 
mTORC1 participe à la progression du NASH.  Ceci est dû à un dysfonctionnement du lysosome, qui 
diminue donc l’activité protéolytique du macrophage, ainsi que la réponse M2 (W. Liu et al. 2019). 
Dans ce cas précis, un défaut d’efférocytose (médié par la perte d’activité de mTORC1) est délétère 








A l’inverse, dans une publication de 2020, Zhou et ses collègues ont démontré en cancérologie que 
limiter l’efférocytose par l’utilisation d’anticorps neutralisants dirigés contre MerTK était bénéfique 
pour la survie. Une inhibition de l’efférocytose entraîne une réaction inflammatoire due à l’accumulation 
des ACs, dans les tumeurs. Ce qui favorise une réponse immunitaire type Th1 et permet l’élimination 
de la tumeur et la survie des animaux (Y. Zhou et al. 2020). Dans ce cas précis, un défaut d’efférocytose 
est propice à la survie, ceci par l’induction d’une inflammation. Cette dernière est le plus souvent 
réprimée par le microenvironnement tumoral afin de promouvoir la croissance et dissémination 
métastatique sans alerter le système immunitaire. 
 
 
L'efférocytose est médiée par l’expression de MerTK ainsi que de la plasticité du macrophage à devenir 
M2. Toutes deux sont variables chez les macrophages : 
 
 
 Tous les macrophages n’expriment pas MerTK de la même façon. Son expression est induite en 
présence des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et M-CSF (Macrophage Colony Stimulating 
Factor) (Zizzo et al. 2012; Doran, Yurdagul, et Tabas 2020). Shuang Zhang et ses collègues ont 
publié que les macrophages réalisant l’efférocytose ont une OXPHOS augmentée, et résultant 
de l’oxydation des AG ou FAO (Fatty Acid Oxidation, pour Beta oxydation). Ces modifications 
métaboliques permettent la synthèse de l’IL-10, propice à la régénération cardiaque après un 
infarctus (S. Zhang et al. 2019). Cependant, dans cet article les auteurs ne précisent pas la part 
d’efférocytose dépendante de MerTK. D’autres publications confirment que l’efférocytose 
permet la synthèse d’IL-10 et TGFß1 via une cascade impliquant les stérols issus du 
phagolysosome qui viennent alors activer PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor-
γ) et LXRα (liver X receptor-α) (Doran, Yurdagul, et Tabas 2020). 
 
 
 Une étude récente de single cell RNA-Seq sur des macrophages péritonéaux révèle pour la 
première fois l’hétérogénéité de la capacité de reprogrammation une fois l’efférocytose réalisée 
(Lantz et al. 2020). Cette hétérogénéité était jusqu’à présent masquée par les études en bulk –
RNA Seq. De plus, cette approche prend soin de limiter la prise en compte d’un autre biais ; 
celui des ARNm issus des ACs présents dans les phagocytes qui ont réalisés l’efférocytose. Ces 
ARNm appelés « ARNm  passagers » pourraient faire varier le transcriptome du phagocytes 
(Lantz et al. 2020). 
 
 
Un défaut en efférocytose entraîne de sévères conséquences sur l’homéostasie et l’inflammation (Lemke 
2019; W. Liu et al. 2019). Cette inflammation peut néanmoins “sortir des clous” de la réaction dite 
















V. Les effets négatifs de l’inflammation  
 
 
L’inflammation aiguë s’oppose à l’inflammation chronique (Hotamisligil 2006). 
L’inflammation chronique est l’une des maladies les plus courantes et entraîne de lourdes pertes 
humaines chaque année dans le monde (Furman et al. 2019). L’inflammation chronique est considérée 
comme la cause de la mort de plus de 50% des décès attribués aux maladies auto-immunes, aux maladies 
cardiaques, aux cancers, au diabète ainsi qu’à l’obésité (Furman et al. 2019). L’inflammation aiguë, 
suite à une dérégulation ou un emballement peut entraîner une réponse immunitaire létale, notamment 
via le déclenchement d’une tempête cytokinique (D. Yang, Han, et Oppenheim 2017; Nedeva, Menassa, 
et Puthalakath 2019) (Voir figure 10)  
 
1. L’origine de l’inflammation médiée par les DAMPs et les LAMPs 
 
Le système immunitaire inné initie la première réponse de l’organisme après reconnaissance du 
motif pathogène au travers des PAMPs qui peuvent aussi entraîner la libération de DAMPS (D. Yang, 
Han, et Oppenheim 2017). 
Un nouveau concept émerge, celui des LAMPS (Lifestyle-associated molecular patterns). Il s’agit de 
molécules inflammatoires dont l’abondance dans le corps est corrélée au style de vie et dont 
l’élimination par le système immunitaire est impossible, entraînant un défaut de résolution de 
l’inflammation. Celle-ci fait le lit d’une inflammation chronique avec des morbidités associées (Zindel 
et Kubes 2020). Parmi les LAMPs endogènes, nous retrouvons les cristaux de cholestérol, d’acide urique 
mais aussi des résidus oxydés de lipoprotéines ou encore de la protéine bêta-amyloïde (Maladie de 
Creutzfeldt-Jakob). Il existe des LAMPs exogènes comme l’amiante ou des matériaux prosthétiques qui 
sont directement liés à l’environnement (Zindel et Kubes 2020). Les LAMPs perturbent les phases 




1.1. L’inflammation stérile : le cas de l’insuffisance hépatique  
 
Un cas d’inflammation stérile répandu chez l’Homme, est l’insuffisance hépatique aiguë ou 
ALF (acute liver failure) d’origine médicamenteuse. Une étude faite aux Etats-Unis en 2004 sur 662 
patients avec une ALF a démontré que 275 des ALFs sont dues à une surdose (« overdose » en anglais) 
d’Acétaminophène (APAP) (Larson et al. 2005). Cette étude a montré que 73% des patients survivent 
alors que 27% d’entre eux succombent de l’ALF (Larson et al. 2005). L’APAP est consommé de façon 
hebdomadaire par 60 millions d’américains, il est donc l’analgésique et l’antipyrétique le plus 
couramment utilisé aux Etats-Unis (Herndon et Dankenbring 2014). Les DILI (Drug Induced Liver 
Injury) surviennent avec des doses de 150 mg/kg d’APAP (11 grammes pour un homme de 75 kg), mais 
certaines insuffisances hépatiques surviennent avec des doses plus faibles (Eric Yoon 2016). (Voir 
figure 9). 
Cette maladie peut être décrite dans le temps, de la façon suivante : 
PHASE I : Elle concerne les 24 premières heures. Au début, les symptômes sont : de la nausée, des 
vomissements, des malaises, une léthargie et diaphorèse (hypersudation) alors que les AST (Aspartate 
transaminase) et ALT (Alanine aminotransférase) sont encore à des valeurs physiologiques à une 
concentration de 10 – 30 UI/L dans le sang.  Elles augmenteront entre 8 à 12 heures après l’overdose 
(Eric Yoon 2016).  
PHASE II : Elle survient entre les 24 et 72 heures. C’est une période de latence avec une amélioration 




et une douleur dans le quadrant droit supérieur, une jaunisse et une coagulopathie, quelques fois (2%) 
associée à des dysfonctions rénales (Eric Yoon 2016).  
PHASE III : Elle survient entre 72 et 96 heures. Elle présente un retour des symptômes de la phase I 
avec des ALT et AST très élevés (possiblement supérieur à 3000 IU/L) associées à une jaunisse, une 
encéphalopathie et une acidose lactique. Les plus grands dommages hépatiques surviennent à ce 
moment-là. L’acidose lactique est de mauvais pronostic, et s’explique par une incapacité du foie à 
réaliser la clairance de l’acide lactique (Eric Yoon 2016).  
 PHASE IV : Après les 96 heures jusqu’à deux semaines. Elle présente une résolution progressive des 
symptômes de la phase III (Eric Yoon 2016).  
De façon plus détaillée, l’overdose d’APAP génère une nécrose centro-lobulaire et a pour cible cellulaire 
l’hépatocyte (Lf 1980; Si et al. 2017; McGill et Jaeschke 2013) ; (Eric Yoon 2016).  Voici de façon 
schématique les étapes clés du catabolisme de l’APAP : 
 
 
Le métabolisme de l’APAP dans l’hépatocyte et synthèse de NAPQI 
 
La fraction de l’APAP délétère est celle catabolisée par le cytochrome P450 (CYP2E1) en un métabolite 
toxique le NAPQI (N-Acetyl-P-benzoQuinone Imine) (Larson et al. 2005); (Eric Yoon 2016).  La 
formation du NAPQI ne survient que dans une faible fraction du catabolisme de l’APAP. La plus grande 
partie de l’APAP (90%) est éliminée par glucuronidation et sulfatation. Ces réactions sont réalisées par 
les enzymes UDP-glucuronosyltransferases (UGT1A1 et 1A6) et sulfotransférases (SULT1A1, 1A3/4, 
et 1E1) respectivement, ceci sans entraîner de dommage tissulaire, car le produit de ces réactions n’est 
pas toxique. Une autre très faible partie de l’APAP est excrétée par les urines (2%). Le NAPQI provient 
de 5-9% du catabolisme de l’APAP (Eric Yoon 2016) (Voir figure 9). 
 
Les cibles du NAPQI 
 
Le NAPQI entraîne une oxydation du NADH mitochondrial, une fuite du calcium mitochondrial (Weis 
et al. 1992), des adduits protéiques et qui, conjointement, inhibent la respiration mitochondriale et 
diminuent la synthèse d’ATP (Eric Yoon 2016).  Ces dysfonctions mitochondriales entraînent un stress 
oxydant qui est la cause majeure des DILI (Eric Yoon 2016).  Le NAPQI se lie de façon covalente au 
groupement soufré des cystéines et lysines des molécules de la mitochondrie d’une part et à la GSH 
(Glutathion) d’autre part (McGill et Jaeschke 2013; Eric Yoon 2016; Larson et al. 2005; Si et al. 2017). 
La GSH et les enzymes qui régulent sa disponibilité sont essentielles au maintien des défenses 













Mode d’action du NAPQI et la survenue du DILI 
 
 
1ère axe : Le rôle des hépatocytes : Le NAPQI, via son action sur la mitochondrie, entraîne une 
ouverture transitoire des pores mitochondriaux (MPT) conduisant à un gonflement mitochondrial, une 
rupture de la membrane externe et la libération de médiateurs apoptotiques, ce qui annihile le potentiel 
de membrane et la synthèse d’ATP mitochondriale. Ceci aboutit à la fragmentation de l’ADN nucléaire 
et la nécrose de l’hépatocyte. L’apoptose peut aussi être induite par la libération du cytochrome qui 
active les caspases (Jaeschke, McGill, et Ramachandran 2012; Yuan et Kaplowitz 2013). L’important 
stress oxydant provenant des mitochondries hépatocytaires est aboli complètement en utilisant 
l’antioxydant NAC (N-acétylcystéine) et son utilisation protège de la toxicité de l’APAP (Reid et al. 
2005).  De plus, les animaux hétérozygotes pour la SOD2 sont plus susceptibles de développer des 
lésions mitochondriales. Les animaux SOD +/- présentent une activation prolongée de la voie JNK lors 
de l’APAP augmentant davantage le stress oxydant et entraînant davantage de dysfonctions 
mitochondriales (A. Ramachandran et al. 2011; Jaeschke et al. 2012). 
 
 
2ème axe : Le rôle des KC (Kupffer Cells): les KC libèrent de nombreuses cytokines comme l'IL-1 (α 
et β), l’IL-6, le TNF-α (James, Mayeux, et Hinson 2003) et des ROS (Dixon et al. 2013) lors d’une DILI 
à l’APAP . Cependant, les ROS produits par les KC ne sont pas prépondérants dans le stress oxydant 
lors d’une DILI à l’APAP. En effet, une étude sur des souris avec la NADPH oxydase (nicotinamide 
adénine dinucléotide phosphate) dysfonctionnelle (KO pour le gène CYBB qui code pour la sous unité 
essentielle ; gp91-phox) ne présentent ni une diminution de la quantité de ROS, ni une diminution des 
lésions hépatiques suite à l’overdose d’APAP (James, Mayeux, et Hinson 2003; C. D. Williams et al. 
2014; Jaeschke et al. 2012). Ce qui montre bien que le dommage tissulaire du DILI à l’APAP n’est pas 
dû aux ROS produits par les KC. De plus, les hépatocytes n’expriment pas la NADPH oxydase. Ceci 
consolide l’hypothèse selon laquelle les mitochondries des hépatocytes sont la source majeure de ROS 
alors que celles des KC, en émettent que de façon minoritaire.  
Le rôle délétère du TNF-α libéré par les KC lors d’une overdose d’APAP est controversé. En effet, les 
animaux KO pour le TNF-α ne sont pas protégés face à l’overdose d’APAP (Boess et al. 1998). Il semble 
même que le TNF-α lors d’une overdose d’APAP favorise la régénération hépatique. Les souris 
dépourvues du récepteur au TNF-α (TNFR1-/-) présentent un retard de régénération après l’APAP (Chiu 
2003; Dixon et al. 2013). 
Lors d’un DILI à l’APAP les hépatocytes et les KC libèrent une grande quantité de MCP1. Les animaux 
CCR2-/- (le récepteur d’MCP1) ne sont pas non plus protégés contre les dommages induits par l’APAP. 
Ceci prouve que lésions tissulaires dû à l’APAP ne sont pas dues au recrutement de immun. Cependant 
les animaux CCR2-/- présentent un retard dans l'élimination des zones nécrotiques induites par l’APAP 
par rapport aux WT (Holt, Cheng, et Ju 2008). Ce retard peut s’expliquer par l’absence du recrutement 
in situ pour réaliser l’efférocytose des hépatocytes nécrotiques, ce qui retarde leur élimination et 
prolonge l’inflammation (Holt, Cheng, et Ju 2008). Ces résultats vont dans le même sens que ceux 
publiés par Triantafyllou en 2018. En effet, ils ont montrés que les animaux ayant une déficience totale 
pour le gène MerTK (Mertktm1Grl) présentent, au cours d’un DILI à l’APAP, un retard de régénération 
hépatique et une diminution des macrophages de type M2 (Triantafyllou et al. 2018). 
Cependant, il n’y a pas d’évidence directe de la contribution du stress oxydant des neutrophiles dans 
l’évolution de la toxicité médiée par l’APAP (Cover et al. 2006). L’activation des neutrophiles au cours 
de l’APAP médiée par l’IL-1β n’augmente pas le dommage tissulaire (C. D. Williams, Farhood, et 
Jaeschke 2010) alors qu’il semble que l’activation par l’IL-1α soit impliquée dans la pathogénicité du 
DILI à l’APAP (C. Zhang et al. 2018). Les monocytes infiltrés présentent un phénotype pro-résolutif 
avec d’une part l’expression de médiateurs angiogéniques et d’autre part en activant la clairance des 




Pour consolider l’hypothèse selon laquelle les KC limitent l’intensité des dommages suite à une DILI à 
l’APAP, il a été montré que l’élimination complète des KC par l’utilisation de clodronate aggrave 
considérablement la lésion hépatique suite à une DILI à l’APAP (Ju et al. 2002; Jaeschke et al. 2012; 
Holt, Cheng, et Ju 2008). Cette aggravation serait due à l’absence d’IL-10 et d’un défaut de switch de 
phénotype vers le M2 dépendant de l’efférocytose (Bourdi 2002; Ju et al. 2002; Dixon et al. 2013; 
Triantafyllou et al. 2018). Ensemble, ces éléments mettent en évidence que le rôle des KC favorisent 
l’expression génique et le recrutement de populations immunes, impliquées dans la régénération 
(Jaeschke et al. 2012). 
Un DILI à l’APAP entraîne une libération importante et incontrôlée de cytokines inflammatoires, aussi 
bien connue sous le nom de tempête cytokinique. Cette tempête cytokinique est retrouvée avec diverses 
maladies stériles ou infectieuses. Ce terme a été largement popularisé en 2005 (avec le virus H5N1) et 
en 2020 (avec la COVID-19) (P. Mehta et al. 2020; Tisoncik et al. 2012). Mais de façon moins 
médiatisée et ponctuelle, la tempête cytokinique est aussi retrouvée lors des infections mortelles, 
















Figure 10 : Effet délétère d’une overdose d’APAP sur la mitochondrie des hépatocytes. L’APAP est majoritairement (90%) dégradé par 
glucuronidation et sulfatation par les hépatocytes. Un très faible pourcentage (2%) est excrété dans les urines. Enfin un faible pourcentage est 
converti en NAPQI par les CYP2e1. Ce dernier entraîne des dysfonctions globales du chondriome en réalisant des adduits protéiques, la 
synthèse de ROSm et de NO, la diminution de la synthèse d’ATPm, la fuite de calcium et l’ouverture des pores mitochondriaux (MPT). 
L’ensemble de ces éléments vont converger vers une toxicité cellulaire qui va déboucher sur une libération d’IL-1β, de l’activation de la 
caspase 1 et d’une nécrose stérile. c-Jun N-terminal kinase (JNK) participe à la mort des hépatocytes. p-c-Jun va transloquer dans la 
mitochondrie perturbant davantage la CTE (chaîne de transport des électrons) et accentuant la génération des ROSm. Représentation issue des 
publications suivantes : Yuan et collègues (Californie-USA) (Yuan et Kaplowitz 2013); James et collègues (Arkansas – USA) (James, Mayeux, 














VI. L’inflammation infectieuse et septicémie  
 
 
1. Le choc septique  
 
Le terme « sepsis » issue du grec signifie « putréfaction ». Le sepsis est une maladie inflammatoire 
provoquée par la réponse immunitaire de l’hôte qui reconnait les PAMPS puis des DAMPS (Nedeva, 
Menassa, et Puthalakath 2019). Le sepsis est une des principales causes de mortalité à travers le monde. 
Il est estimé que 30 – 31,5 millions de personnes en souffrent chaque année et que 5,3 – 8 millions de 
personnes en meurent chaque année (Reinhart et al. 2013; Fleischmann et al. 2016; Shankar-Hari et al. 
2016). A ce nombre, doit s’ajouter, 1 million de mort-nés et 100 000 femmes qui décèdent chaque année 
dû aux sepsis maternels ou du nouveau-né (Vogel 2017). 
Les représentations divergent pour illustrer de façon simple la cinétique des réactions antagonistes qui 
surviennent lors d’un sepsis. Richard Hotchkiss a plusieurs fois publié et retravaillé les représentations 
des réactions d’un sepsis (Hotchkiss, Monneret, et Payen 2013; Hotchkiss et al. 2009). En 2019 une 
autre équipe, celle du Dr Yanfen Chai a publié une autre représentation d’un sepsis dont l’image ci-

















Figure 11 : Cinétique de la réponse immune lors d’un sepsis : Rapidement une activation innée et adaptative survient lors du sepsis. Deux 
réponses, pro- et anti-inflammatoires sont impliquées lors d’un sepsis. Les morts précoces durant l’inflammation sont dues à la tempête 
cytokinique associée à des défaillances multi organes (au sommet de la courbe rouge). Les décès de la deuxième phase sont dus à 
l’immunosuppression et la survenue de maladies infectieuses opportunistes (le bas de la courbe jaune). La troisième cause de décès, les décès 
longue distance, sont dû à une immunosuppression persistante et des dysfonctionnements immunitaires (surviennent après plusieurs années). 











Les causes  
 
Il y a autant de sepsis dû aux bactéries gram-négatives (Escherichia coli and Pseudomonas 
aeruginosa) qu’aux bactéries gram-positives (Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae) 
(Vincent et Abraham 2006; Hübner, Layland, et Hoerauf 2013; Nedeva, Menassa, et Puthalakath 2019). 
Cependant le sepsis n’a pas toujours pour origine une bactérie, et des parasites, des champignons ou un 
virus peuvent aussi être des éléments déclencheurs d’un choc septique (Hübner, Layland, et Hoerauf 
2013; Florescu et Kalil 2014; Liang 2016).  
 
 
Les symptômes inflammatoires : la tempête cytokinique  
 
Les patients qui souffrent d’un sepsis peuvent développer des symptômes précoces comme le 
DIC (disseminated intravascular coagulation) dû à une activation aberrante des plaquettes (Y. Wang et 
al. 2018). Puis ils développent un sHLH (Hemophagocytic lymphohistocytosis ou 
« Lymphohistiocytose hémophagocytaire ») associé à des MODS (Multi-Organ Dysfunction 
Syndrome) (Nedeva, Menassa, et Puthalakath 2019; P. Mehta et al. 2020). Le MODS peut s’expliquer 
en partie par la survenue d’une vasodilatation périphérique qui entraîne une baisse de pression et une 
hypoperfusion. Chez l’Homme, les HLH sont caractérisées par la tempête cytokinique et les MODS 
(Karakike et Giamarellos-Bourboulis 2019). Cette première vague inflammatoire s’accompagne d’une 
apoptose massive des cellules immunitaires (Cao, Yu, et Chai 2019).   
 
Les symptômes de l’immunosuppression  
 
A ce moment-là, les patients sont affaiblis et présentent huit fois plus de risques de développer 
des infections dues à l’immunosuppression (Cao, Yu, et Chai 2019).  Chez l’Homme, cette 
immunosuppression ou leucopénie est due à une apoptose des lymphocytes B, des Lymphocytes T 
CD4+ et CD8+, des DCs et des NKs dans les organes lymphoïdes comme le thymus, la rate et les nœuds 
lymphatiques (Hotchkiss et al. 2005). Les neutrophiles circulants, eux, présentent un phénotype 
immature qui affecte leur diapédèse et leur capacité à réaliser leur fonction immunologique (Demaret et 
al. 2015). Des études d’autopsie de patients décédés de sepsis révèlent que l’apoptose des leucocytes est 
corrélée à la survenue de la mort (Torgersen et al. 2009). 
Chez la souris, lors de l’induction d’un sepsis (entre 36 heures et 48 heures après la perforation 
de la paroi du tube digestif) les auteurs constatent une apoptose massive des DCs et macrophages induits 
par l’activation de la caspase 3. Cette apoptose massive coïncide avec l'arrivée de la forte probabilité de 
mortalité chez les animaux ayant subi la CLP (Ceacum Ligature Punction) (Tinsley et al. 2003; 
Hotchkiss, Monneret, et Payen 2013). La CLP est un modèle de sepsis induit par la perforation de la 
paroi du Ceacum. Ce qui provoque un épanchement du contenu luminal du tube digestif dans le péritoine 
et initie la tempête cytokinique et l’immunosuppression qui affaiblissent gravement l’organisme contre 
les agents microbiens (Peck-Palmer et al. 2009).  
Il est intéressant de comparer les différences de réponses inter-espèces. Une injection d’IL-6 (2 
ng/kg) en intraveineuse à des patients saints et une injection d’IL-6 (500 ng/kg) en intrapéritonéal à une 
souris entraînent de façon similaire, Quatre heures après l’injection, une lymphopénie. Cependant il faut 
une dose 250 fois plus forte en IL-6 à la souris pour entraîner cette lymphopénie, par rapport à la dose 
injectée à l’Homme. De plus, l’Homme présente une fièvre, une tachycardie et une légère hypotension, 
qui ne se sont jamais observées chez la souris (Copeland et al. 2005). Ceci souligne la diversité des 
réponses inter-espèces face lors de l’inflammation. Les conclusions établies chez la souris (mus 






Le cas d’un sepsis par la levure Candida Albicans  
 
C.Albicans, est une levure commensale. Elle est retrouvée chez l’Homme au niveau de ses 
muqueuses et tube digestif, ceci sans provoquer de dommage. Cependant, il arrive qu’il puisse atteindre 
la circulation sanguine (immunodépression, perforation intestinale, accouchement) dans ces cas, elle est 
trés nocive. Chez l’Homme, il peut induire des sepsis lorsqu'il est retrouvé dans la circulation sanguine. 
Les macrophages de la rate, ou ceux du foie sont identifiés comme participant à son élimination et 
prémunissent de sa dissémination (Austermeier et al. 2020). C.albicans est reconnu majoritairement pas 
le récepteur au complément 3 (CR3) et permet aux phagocytes de l’éliminer au cours du sepsis (Duggan 
et al. 2015).  
En premier, le pathogène est reconnu par les récepteurs de la phagocytose (Dectine et CR3). En 
deuxième, il y a formation du phagosome par prolongement des pseudopodes. Plusieurs protéines 
interviennent à ce moment, comme FAK, rac1, CDC42, et Elmo1 afin de réorganiser le cytosquelette 
cellulaire (Miao et al. 2020). La formation du phagosome nécessite la phosphorylation et l'activation de 
Src par FAK qui entraîne in-fine l’activation par phosphorylation de Rac-1, ERK, et la polymérisation 
d’actine et le réarrangement du cytosquelette(Banerjee et al. 2011).   
La maturation du phagosome consiste en l’acquisition des propriétés microbicides. Ce dernier 
fusionne alors avec des endosomes et des lysosomes, qui apportent à sa membrane la NADPH oxydase 
et l’ATPase vacuolaire (v-ATPase) permettant l’acidification de la lumière du phagosome (pH 4,7-5,5) 
et la génération de ROS (Austermeier et al. 2020). Une fois à l’intérieur du phagosome, et durant sa 
maturation C. albicans riposte et réalise une transition levure-hyphe. Lorsqu’il « transitionne », 
C.albicans s’allonge pour générer l’hyphe, qui permet sa réplication mais aussi la rupture de la 
membrane, une fuite de H+ et par conséquence une alcalinisation du phagosome et sa libération ce qui 
induit la virulence du pathogène (Austermeier et al. 2020) ; (Duggan et al. 2015). (Westman et al. 2020). 
(Voir figure 11) 
En contre-attaque, le phagosome du macrophage, sous la contrainte de l’étirement de sa 
membrane, libère du calcium qui permet le recrutement et la fusion des lysosomes présents dans la 
cellule, ceci afin d’augmenter la surface de sa membrane (Westman et al. 2020). D’autres pathogènes, 
ont développé des stratégies voisines/similaires pour s’échapper du phagolysosome. Soit avec des 
systèmes de reflux des H+ comme Mycobacterium Tuberculosis et Histoplasma capsulatum, soit en 
augmentant le diamètre du phagolysosome, afin de retarder son acidification et augmenter la tension sur 
sa membrane pour la faire céder comme le fait Cryptococcus neoformans (Dragotakes et al. 2020). 
 
 
Figure 12 : Transition levure-hyphe et extension de la membrane du phagosome.  Reconstruction d’images en microscopie confocale pour 
illustrer l’extension de C. albicans (en vert) et donc celle de son phagosome (en rouge). Afin de prévenir de la rupture de sa membrane, le 
phagosome fusionne avec les endosomes et lysosomes (en rouge) présent dans le macrophage (RAW264.7 en bleu), et ainsi augmenter sa 







La kinase PIKfyve est essentielle pour le trafic des vésicules au cours de la phagocytose (S. H. 
Min et al. 2019). Chez les macrophages PIKfyve-/- le trafic du lysosome est altéré et le compartiment 
endolysosomal est encombré à cause d’une dégradation protéolytique limitée (PIKfyvefl/fl LysM-Cre). 
Ceci provoque chez l’animal une hépatosplénomégalie et une inflammation systémique (S. H. Min et 
al. 2019). Sans le recrutement des lysosomes au phagosome, ce dernier se rompt. Ceci provoque 
l’activation de l’inflammasome qui libère l’IL-1β et tue la cellule, permettant au C.Albicans de s’évader 
(Westman et al. 2020). 
La biogenèse des lysosomes est principalement assurée par l’activation du facteur de 
transcription TFEB (Austermeier et al. 2020). Lors de la première phagocytose, se met en place un set 
de gènes pro-lysosomaux qui améliore les capacités protéolytiques de macrophages par rapport à celles 
de macrophages naïfs. Cette reprogrammation génique passe par la nucléarisation du facteur TFEB, 
dépendante de la libération de Ca2+ lysosomale via le canal MCOLN1 présent sur le phagosome (M. 
A. Gray 2016). L’activation des FdT (facteur de transcription) comme TFEB et TFE3 est importante 
pour la défense contre les pathogènes. Ces deux FdT collaborent pour promouvoir l’autophagie, la 
biogenèse des lysosomes, et la synthèse de cytokines inflammatoires au cours d’une réaction 
inflammatoire (Pastore et al. 2016). L’autophagie intervient aussi dans le processus de phagocytose de 
C.Albicans (Herb 2020). De la même façon, un défaut d’autophagie, médié par la délétion du facteur 
nucléaire HMGB1 spécifiquement dans les cellules myéloïdes, induit chez les animaux une vulnérabilité 
face aux infections de Listeria monocytogenes et augmente la tempête cytokiniques (IL-1β et IL-18) par 
rapport aux animaux WT (Yanai et al. 2013). 
A noter qu’il existe aussi une part dans l’élimination du pathogène, dépendante des 
mitochondries (Davies et al. 2017). L'étude de Davies et collègues révèle que les mitochondries des 
macrophages péritonéaux, se regroupent autour du phagosome (contenant Saccharomyces cerevisiae), 
et par une CTE (chaîne de transport des électrons) fonctionnelle contribuent à son élimination in vitro 
(Davies et al. 2017). Ce « comportement » mitochondrial, visant à encercler le phagosome est aussi 
retrouvé  dans le cas de Toxoplasma gondii, permettant son élimination par la production de ROS, et en 
inhibant son accès aux réserves de nutriments cellulaire (Pernas et al. 2018). 
Le récepteur nucléaire LRH-1(Liver receptor homologue-1) est impliqué dans la répression de 
l’inflammation des macrophages, et son expression est induite sous l’influence de l’IL-13 via l’action 
du FdT STAT6 (Lefèvre et al. 2015). Son absence dans les macrophages LRH-1-/- (Liver receptor 
homologue-1) altère leur capacité à acquérir le phénotype M2 (en présence d’IL-13) par défaut de 
synthèse d’un ligand lipidique (15-HETE pour (acide hydroxy-eicosatétraénoïque)) qui permet la liaison 
et l’activation de PPARɣ. Cette incapacité à devenir M2 limite aussi leur capacité à éliminer C.albicans 
(Lefèvre et al. 2015). 
Les macrophages lors d’une infection par C.Albicans de profonds changements qui permettent 
d’améliorer l’élimination du pathogène, en améliorant les capacités de phagocytose. Cette dernière est 
retrouvée active aussi chez les macrophages qui réalisent l’éfferocytose. Ensemble, les macrophages qui 
phagocytent (des ACs ou des pathogènes comme C.Albicans) présentent une activation dite alternative 
(m2) qui améliore les capacités de phagocytose, et stimule la biogenèse des lysosomes. On peut donc 
retenir que des mécanismes aussi différents que la phagocytose d’un pathogène et la lutte contre la 
tempête cytokinique impliquent tous les deux un mécanisme commun; la machinerie de phagocytose 
(lysosomes, vésicules et dynamique d’adressage). Celle-ci passe par des régulations géniques avec des 
FdT (TFEB et PPARɣ et LRX etc...) qui vont aussi agir pour ajuster le phénotype (la polarisation) du 


















Figure 13: La phagocytose orchestre diverses fonctions essentielles du macrophage. La polarisation M2 (induite par des cytokines) favorise 
l’activation de PPARƔ qui polarise le macrophage en faveur de l’expression d’une polarisation M2 (anti inflammatoire) et améliore aussi sa 
détection et élimination des pathogènes (antimicrobien). L'efférocytose permet elle aussi la polarisation M2 du macrophage par une action 
métabolique. Elle active le métabolisme des OXPHOS et de la FAO à l’aide de FdT comme LXR et Pbx1 (pour pre-B cell leukemia 
transcription factor-1). La phagocytose permet aussi l’élimination du pathogène C.albicans, ceci par recrutement des lysosomes et activation 
du FdT TFEB permettant une polarisation du macrophage pour une activité bactéricide efficace. Illustration bilan des publications de  Lise 
Lefèvre (Toulouse - France) (Lefèvre et al. 2015) ; Stanley Ching-Cheng Huang (saint Louis - USA) (S. C.-C. Huang et al. 2014) ; Shuang 
Zhang (Chicago -USA) (S. Zhang et al. 2019) ; Manon Viaud (Nice -France) (Viaud et al. 2019) ; Johannes Westman (Toronto - Canada) 
(Westman et al. 2020).  
 
 
2. Les traitements du choc septique  
 
 
Dans les années 1960 le premier essai clinique « immunosuppresseur » consiste à diminuer la 
réponse inflammatoire avec l’utilisation de corticostéroïdes mais sans effet bénéfique notable (Bennett 
et al. 1962). L’hypothèse de limiter l’inflammation pour réduire la mortalité n’apporte pas un succès 
tangible car elle présente plus de mortalité lors de la seconde phase immunosuppressive (Nedeva, 
Menassa, et Puthalakath 2019). Les recherches dans ce sens ont continué jusqu’aux années 2000 sans 
bénéfice notable sur la survie des patients (Polat et al. 2017; Abraham et al. 2001; Crum, Lederman, et 
Wallace 2005).   
    A l’inverse, des thérapies « immuno stimulatrices » essayent de limiter la paralysie immunitaire qui 
survient dans le second temps en restaurant l’immunocompétence via l’utilisation d’HGFs 
(Hematopoietic Growth Factors) sans pour autant présenter de réelles améliorations cliniques jusqu’à 
ce jour (Meisel et al. 2009; Chousterman et Arnaud 2018). Les pistes comme celles du facteur de 
croissance des monocytes et neutrophiles (GM-CSF) (Meisel et al. 2009; Mathias et al. 2015) ou l’IL-
17 (Chousterman et Arnaud 2018), ou encore le PD-1 (Shindo et al. 2015) ont étudiées, et semblent 
prometteuses, mais demandent davantage de recherches et de mieux caractériser le type de sepsis.  
 Le sepsis a pour conséquence d'entraîner un œdème, une hypotension systémique et les MODS (Aird 
2003). London et collègues expliquent que l’activation et la perméabilité des cellules endothéliales sont 
des éléments centraux dans l’installation de l’œdème, des MODS et de la mortalité dans de multiples 
modèles d’infection (London et al. 2010). En renforçant les jonctions des cellules endothéliales entre 
elles, les auteurs ont observé une diminution de la perméabilité vasculaire associée à une diminution des 
dommages tissulaires liés à la tempête cytokinique et une amélioration de la survie des animaux (London 





Il existe donc un lien entre la plasticité des macrophages et le déroulement physiologique d’une réaction 
immunitaire. Cette plasticité est la résultante de plusieurs paramètres, comme l’origine embryonnaire, 
le microenvironnement et le métabolisme intracellulaire.  
 
B. Origines, diversité et localisation des macrophages  
 
 
I. Ontogénie, diversité et localisation  
 
 
1. Ontogénie et hétérogénéité des populations de macrophages  
 
Les macrophages résidents sont présents dans l’ensemble des tissus de l’organisme et présentent une 
hétérogénéité ontogénique. Pendant des années, le dogme en vigueur était que les macrophages résidents 
étaient tous issus des monocytes circulants et donc d’un progéniteur hématopoïétique post-natal. 
 Ce concept a été remis en question dans les années 2010, suite à la découverte de précurseurs 
embryonnaires à l’origine de populations de macrophages dits résidents dans le cerveau (les cellules de 
la microglie) ou de l’épiderme (les cellules de Langerhans) (Hoeffel et Ginhoux 2018). Il est bien 
accepté à présent, que la plupart des macrophages résidents sont issus d’une vague de progéniteurs 
érythro-myéloïdes (EMPs pour erythro-myeloid progenitors) provenant du sac vitellin au cours de 
l’embryogenèse (Hoeffel et Ginhoux 2018). 
Chez le modèle murin, l’hématopoïèse embryonnaire se subdivise en 3 vagues successives avec :  
- Une vague primitive de précurseurs érythro-myéloïdes issue du sac vitellin au jour E7.5 exprimant le 
récepteur au M-CSF. Ces précurseurs érythro-myéloïde vont permettre l'émergence de divers cellules 
dont les cellules gliales (voir figure 12 « cellules en vert ») (Ginhoux et al. 2016). 
 - Une seconde vague, dite « transitoire définitive », est issue de l’endothélium hémogénique. Cette 
vague produit les précurseurs érythro-myéloïdes qui migreront vers le foie fœtal lors de la mise en place 
du système vasculaire sanguin au jour E8.5. Ces progéniteurs, une fois dans le foie fœtal vont permettre 
l'émergence des KC du foie et des AMs des poumons (voir figure 12 « cellules en violet ») (Ginhoux 
et al. 2016). Les AMs sont les macrophages principaux du poumon et résident dans la lumière de 
l’espace aérien, où ils recyclent le surfactant et éliminent les particules et débris. Les AMs sont très 
dépendantes du GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)  et du TGF-β pour leur 
survie (Guilbaud, Gautier, et Yvan-Charvet 2019). 
- Une troisième vague, dite « définitive », issue de l’endothélium hémogénique du sac vitellin, formant 
des cellules souches hématopoïétiques (c-Kit+ Sca-1+) au jour E10.5, dans l’aorte, les gonades et le 
mésonéphros. Ces précurseurs établiront l’hématopoïèse définitive du foie fœtal puis de la moelle 
osseuse. Ces cellules vont coloniser le cœur et l’intestin (Voir Figure 14, les cellules rouges). 
L’essentiel des études évalue l’ontogénie des macrophages murins et non celle des macrophages 
humains. De fait, la transposabilité des données reste encore de l’ordre de l’extrapolation. En termes de 
phénotype, les macrophages murins résidents expriment les marqueurs F4/80, CD64, CD14. Mais ils 
expriment aussi des marqueurs spécifiques, tels que Sall1 pour la microglie, Clec4f pour les KC, Car4 
pour les macrophages alvéolaires, Tgfb2 pour les macrophages péritonéaux, CD74 pour les macrophages 
de l’iléon et du côlon, et enfin Ccr2 pour les monocytes du sang (Lavin et al. 2014). A l'âge adulte, les 
cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse sont capables de réaliser l'hématopoïèse. 
Cependant la moelle osseuse n’est pas le seul organe à pouvoir réaliser l’hématopoïèse. Le tissu adipeux 
contient aussi des cellules souches dans son stroma qui ont la capacité de donner divers types cellulaires 
par prolifération et différenciation (ostéogénique, adipogénique, myogénique, chondrogénique) (Zuk et 




des macrophages au sein du tissu adipeux au cours de l’obésité, indépendamment de l’afflux de 
monocytes de la circulation sanguine (Amano et al. 2014). 
Le macrophage est une cellule plastique par de multiples aspects (sécrétions, phagocytose), il 
faut intégrer à présent l’influence de l’ontogénie des signaux environnementaux, ainsi que la dimension 
temporelle pour avoir une représentation réaliste de la diversité des macrophages (Figure 14 ci-
dessous). En conséquence, une stimulation « identique » appliquée à deux populations de macrophages 
différents aboutira à une réponse différente entre les deux populations étudiées.  
 
Figure 14: Modèle intégratif et multidimensionnel de l'origine embryonnaire des macrophages. Une vue d’ensemble de l’activation des 
macrophages est présentée avec leur ontogénie, leurs tissus de résidence et les signaux du microenvironnement (spécifique à chaque tissu). 
Ceci agissant sur la réponse et l’activation du macrophage. Les macrophages de la microglie dérivent du sac vitellin. Les macrophages 
alvéolaires ou les cellules de Kupffer sont issus des monocytes dérivés du foie fœtal. Les cellules de Langerhans ont une origine mixte entre 
le sac vitellin et les monocytes issus du foie fœtal. Les macrophages de l’intestin, du cœur et du derme sont remplacés à la naissance par des 
monocytes dérivés de la moelle osseuse. Le micro environnement, lui aussi, influence directement l’activation du macrophage au cours des 
processus physiologiques. Lors d’une lésion, des modifications du microenvironnement sont perçues et déclenchent une réponse spécifique. 
Ainsi un même signal de stress avec la même cinétique aura des résultats différents en fonction de quelle population est interrogée. “E” signifie 
le nombre de jours du développement embryonnaire. Issue de  Ginhoux et collègues (Singapour- Singapour) (Ginhoux et al. 2016). 
 
2. Diversité et fonctionnalité des macrophages  
 
En plus de présenter une grande hétérogénéité, les populations sont capables de communiquer 
entre elles (Hoyer et al. 2019). De façon remarquable, l’équipe du Dr. Mathias Nahrendorf a récemment 
démontré qu’une lésion locale génère à distance l’activation de macrophages pouvant produire des effets 
bénéfiques ou délétères.  
Par exemple, suite à un sepsis, un infarctus, ou un AVC, (accident vasculaire cérébral), 
l’inflammation systémique est capable d’induire une prolifération des macrophages résidents dans les 
autres tissus à distance. De plus, à la suite d’un infarctus du myocarde, les auteurs ont décrit davantage 
de transcrits relatifs à la prolifération cellulaire des AMs, qui sont alors plus efficaces face à une 
infection pulmonaire par l’agent Streptococcus Pneumoniae. L’infarctus du myocarde protège donc les 
souris face à une infection pulmonaire (Hoyer et al. 2019). Cette amélioration de la capacité de 
phagocytose des macrophages alvéolaires passe par une réponse IFNγ dépendante (Hoyer et al. 2019). 
Ce travail étaye le concept très intéressant des communications inter-tissulaires entre les différentes 
populations de macrophages lors d’une inflammation ou d’une atteinte tissulaire via des médiateurs 





Mais les macrophages ont aussi en commun certains mécanismes comme ceux régulant leur 
survie et leur prolifération. Le M-CSF (CSF-1) permet la survie, la prolifération, la mobilité et la 
sécrétion de cytokines par les monocytes et macrophages (van Riet et al. 2020). Cette molécule est 
synthétisée par presque tous les tissus de l’organisme. En condition normale, il est retrouvé dans le sang 
à une concentration de 9 ng/ml chez la souris et de 2,4 ng/ml chez l’Homme. Cette concentration 
augmente lors d’infection (Gow, Sester, et Hume 2010). Les souris déficientes en M-CSF (op/op) 
présentent des déformations osseuses, des défauts dentaires, des défauts de croissances de la rate, de 
faibles quantités de macrophages, des défauts de reproduction, des défauts neuronaux, et une espérance 
de vie diminuée (Gow, Sester, et Hume 2010). Ceci prouve encore une fois l’importance des 
macrophages dans la physiologie par leur fonction de phagocytose. Le M-CSF et le GM-CSF induisent 
tous deux l’activation des macrophages. Le M-CSF, bien que très important pour la survie des 
macrophages, n’a qu’un faible impact sur leur polarisation des macrophages chez l’Homme par rapport 
à d’autres molécules bien plus puissantes pour induire une polarisation (Jaguin et al. 2013) (Murray et 
al. 2014) (van Riet et al. 2020). Cependant, il est expliqué dans la littérature que GM-CSF induit un 
phénotype M1 et que le M-CSF induit un phénotype M2 sur des BMDM en culture (Satoh et al. 2010). 
Effet du  M-CSF confirmé par l’équipe du Dr. Dapin Fan qui a publié en 2017 un article sur la 
polarisation M2 des TAM (tumors associated macrophages) médiée par M-CSF libéré par les cellules 
tumorales.  
Cependant, ils n’ont pas précisé la part de polarisation M2 dépendante du M-CSF au regard 
d'autres cytokines comme le TGF-β ou l’IL-10 qui sont bien plus prégnantes dans cette polarisation M2, 
et qui sont elles aussi libérées par les cellules tumorales. Chez le rongeur de laboratoire, l’utilisation 
d’inhibiteurs des voies de la polarisation M2 reverse le phénotype M2 des TAM et diminue la taille des 
tumeurs (Guilbaud, Gautier, et Yvan-Charvet 2019).   
La polarisation des macrophages, qu'elle soit dépendante des signaux de l’environnement ou 
bien induite pharmacologiquement, est déterminante dans la physiopathologie. Elle est le siège de 
plusieurs mécanismes de régulation que je vous présente ci-dessous. 
 
 
II. La polarisation des macrophages  
 
Il existe différents termes pour l’état de polarisation : les M1, M2a, M2b, M2c et les MMe « 
metabolically-activated ». Ils font tous parti d’un continuum de phénotype (Mantovani et al. 2004) 












Figure 15 : Le Continuum des polarisations des macrophages. Les différentes populations de macrophages sont représentées avec 
différentes couleurs. Le rouge pour les macrophages avec une activation dite classique « M1 ». Les couleurs froides représentent les 
polarisations M2a ou M2c, induites par IL4 et IL13 ou par l’IL-10 respectivement. Les formes M2b et M2a ont plus des fonctions 
immunorégulatrices, et favorisent les réponses de types Th2. Alors que la forme M2c est plus impliquée dans la suppression de la réponse 
immunitaire et le remodelage tissulaire. Adapté de Mosser et collègues (Maryland –USA) (Mosser et Edwards 2008) et Mantovani et collègues 






L’appellation M1 ou M2 fait historiquement référence à la classification des lymphocytes Th1 
et Th2 et de leur influence sur les macrophages (Martinez et Gordon 2014). En accord avec cette 
nomenclature, la polarisation des macrophages est divisée en deux sous-types : 
Les macrophages M1, induits par les cytokines des lymphocytes Th1 (IFNγ et TNF-α) et les 
macrophages M2 induits par des cytokines des lymphocytes Th2 (IL-4 et IL-13) (C. D. Mills et al. 2000) 
(Murray et al. 2014). Les études in vitro concernant l’action des différentes cytokines qui polarisent en 
M2, ont mis en évidence divers phénotypes de polarisation au sein des M2. Nous distinguons les M2a 
(par l’IL-13 ou l’IL-4), les M2b (par l’IL-10) et les M2c (induit par complexe immun en présence d’LPS) 
(Mantovani et al. 2004). L’activation des macrophages est étroitement liée aux reprogrammations 
métaboliques (Batista-Gonzalez et al. 2020) et transcriptionnelles (Xue et al. 2014) (Voir figure 14  ci-
dessus). 
Les macrophages M1 sont glycolytiques (production rapide d’ATP) et synthétisent des lipides 
(médiateur inflammatoire). Alors que les M2, oxydent les lipides avec la FAO via leur OXPHOS 
(Batista-Gonzalez et al. 2020). 
Néanmoins , dans des contextes comme le diabète ou l’obésité (C. Li et al. 2019) mais aussi les infarctus 
du myocarde, les sepsis ou les AVC (Hoyer et al. 2019) le concept « M1 ou M2 » est insuffisant pour 













Figure 16 : Évolution du dogme des polarisations des macrophages : la vision simpliste d’une polarisation opposée de type M1 vs M2 est 
réévaluée pour montrer une continuité dans les divers phénotypes décrits. Ces divers phénotypes, dépendent eux des multiples voies 
d’activations auxquelles ils sont sujets, lors des étapes de la physiopathologie. Issue de Guillot et de ses collègues (Bethesda –USA) (Guillot 
et Tacke 2019). 
 
L’équipe de Beiyan Zhou a publié en 2019 une étude révélant, par une approche de single cell 
RNA-Seq, l’hétérogénéité entre une culture de macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM pour 
Bone Marrow Derived Macrophages) de type M0 (Naïf), M1 (100 ng/ml LPS et 50 ng/ml IFNγ)  ou M2 
(20 ng/ml IL-4 et 20 ng/ml IL-13) et des macrophages dérivés du tissu adipeux (ATM) de souris saines 
ou obèses (C. Li et al. 2019) (Voir figure 15)  
 
              L’analyse de l’hétérogénéité des BMDM en culture est nette. Les trois amas de cellules 
(M0 « bleu », M1 « rouge » et M2 « vert ») ségrègent séparément et de façon compacte, preuve que les 
cellules au sein d’un même groupe se ressemblent et qu’elles sont significativement différentes de celles 
des autres groupes (Panel de Gauche sur la figure 15). Pour l’analyse de l’hétérogénéité des BMDM 
avec les ATM de souris normo pondérées ou obèses, cela se complexifie. Les cellules issues des tissus 
adipeux de souris normo-pondérées ou obèses se regroupent dans un même amas, avec une 
régionalisation dépendante de leur origine (obèse ou mince). Elles sont aussi très différentes des 
BMDM, comme le montre l’espace qui les sépare entre les amas vert (M2) et bleu (M0). Ceci démontre 
que les polarisations in vitro sont différentes de celles retrouvées in vivo. In vivo, la polarisation des 




Ajouté à cela, il faut prendre en compte l’effet du fond génétique des animaux. Les macrophages 
des souris C57Bl/6 en présence de LPS vont cataboliser l’arginine en NO et en citrulline (métabolite de 
type M1). Alors que le même traitement au LPS sur des macrophages de souris BALB/c produit une 
activation de type M2-like, qui induira la synthèse de l’ornithine sans production de NO ou de citrulline 
(C. D. Mills et al. 2000). Tout ceci souligne la complexité d’une transposition des mécanismes identifiés 





















Figure 17 : Illustration de l’hétérogénéité des macrophages in vivo; in vitro au niveau cellulaire.  Distribution par t-SNE (t-distributed 
stochastic neighbor embedding) des analyses par single cell RNA-seq, des BMDM (M0), (M1), (M2) et des macrophages provenant des tissus 
adipeux de souris saines ou obèses. Chaque sous populations de macrophage ségrégent séparément avec une distance entre deux points qui est 
proportionnelle à la différence d’expression génique entre eux. Ainsi les M2 (en vert) sont très séparés des M1(en rouge) et les M0 (en bleu) 
sont entre les deux polarisations antagonistes (t-SNE de gauche). D’autres parts, les ATM (Adipose Tissue Macrophages) sont regroupés en 
un pool qui se subdivise en deux pôles par la distribution des ATM provenant de souris saines (en turquoise) ou des ATM provenant de souris 
obèses (rose pâle) (t-SNE de droite). Issue de Li et collègues (Farmington-USA) (C. Li et al. 2019) 
 
 
1. L’impact de l’environnement  
 
L’environnement régule le niveau des marques épigénétiques suivantes H3K4me3 (promoteur), 
et H3K27ac (active enhancer) dans les macrophages (Lavin et al. 2014). L’équipe d’Ido Amit a observé 
que l’identité du macrophage est dictée par son origine embryonnaire et son microenvironnement (Lavin 
et al. 2014). Dans cette publication, Yonit Lavin et ses collaborateurs montrent le rôle majeur du 
microenvironnement dans l'acquisition du phénotype des différentes familles de macrophages (Voir 
figures 17).  
Chez des souris irradiées, une greffe de cellule de moelle osseuse va coloniser les différentes 
niches des différents organes, et acquérir de façon très similaire, les propriétés et phénotypes des cellules 
immunes résidentes initiales. Plus précisément, des souris avec une expression du CD45 (isotype 1, 
CD45.1) sont irradiées, et transplantées avec des cellules de moelle osseuse issues de souris avec une 
expression de CD45 (isotype 2, CD45.2). Le greffon va alors coloniser la moelle osseuse ainsi que de 





Cette étude révèle le rôle du microenvironnement dans l'acquisition du phénotype des 
macrophages, corroborée en 2015 par les recherches de Charlotte Scott dans l'équipe de Martin 
Guilliams. Elle explique que les monocytes circulant du sang peuvent, une fois dans le foie, acquérir les 
mêmes caractéristiques, au moins sur le plan transcriptionnel, que les macrophages résidents, les KC 












Figure 18 : Le microenvironnement façonne les macrophages. Gauche : schéma expérimental. Injection de BMDM dérivée d’une souris 
avec une isoforme de type CD45.1 dans une souris hôte dont l'isoforme est CD45.2. Droite : Représentation en PCA sur l’expression de 
l’enhancer H3K4me1 chez les macrophages transplantés (CD45.1) par rapport aux macrophages résidents (CD45.2) de quatre tissus différents. 
Issu de Lavin et de ses collègues (New-York –USA) (Lavin et al. 2014). 
 
 
Toutefois il reste un autre élément à prendre en compte pour expliquer l’hétérogénéité des 
macrophages dans son ensemble. Il s’agit du métabolisme cellulaire. Le métabolisme est considéré 
comme l’ensemble des réactions anaboliques et cataboliques qui se déroulent à l’intérieur de la cellule. 
Le siège principal du métabolisme cellulaire est la mitochondrie, un organite au cœur d’intenses 
recherches visant à comprendre son rôle dans diverses maladies comme les cancers, les maladies auto-
immunes, inflammatoires, et métaboliques. 
 
 
C. La mitochondrie : un organite central dans la destinée du macrophage.  
 
La mitochondrie est une organelle cytoplasmique à double membrane présente dans toutes les 
cellules eucaryotes de l’Homme (Voir figure 18).   Le nombre de publications relatives à cette organelle 
augmente et dépasse à présent le nombre de publications sur d’autres organelles comme le RE 
(Réticulum Endoplasmique), le Golgi et même le noyau (Voir figure 17) (Picard, Wallace, et Burelle 
2016). Les mitochondries possèdent leur propre ADN appelé l’ADN mitochondrial (ADNm). Elles sont 
transmises par le gamète femelle, même si cette idée est remise en doute par une publication de 2018 
dans PNAS où les auteurs démontrent, dans des familles avec des maladies génétiques mitochondriales, 
de façon transgénérationnelle la contribution de l’ADNm maternel et paternel (Luo et al. 2018). 
L’ensemble des mitochondries d’une cellule est appelé chondriome. Il est le siège de 
nombreuses réactions du métabolisme oxydatif dont celles retrouvées dans le Cycle de Krebs (CK), la 
β-Oxydation des acides gras (FAO). Les mitochondries synthétisent l’ATP grâce aux OXPHOS 
alimentées par la CTE et le CK situé à la membrane interne mitochondriale (MMI) et dans la matrice 
mitochondriale. Les mitochondries sont impliquées également dans de nombreux processus tels que 
l’apoptose, la thermogenèse de non-frisson, la signalisation cellulaire, le stockage du calcium, la 
prolifération de cellules saines, les cancers et le vieillissement (Czarnecka et al. 2010; Kujoth, 


















Figure 19 : Évolution de la proportion des articles publiés depuis 1980 à janvier 2016 en rapport avec divers composants cellulaires. 
L’augmentation des publications en lien avec la mitochondrie, fait suite à l’invention de la réaction de polymérase en chaîne (PCR) en 1985, 
la découverte de la première mutation de l’ADNm date de 1988 et les recherches dans ce domaine augmentent depuis les années 2000. En 
comparaison, le nombre de publications en lien avec le noyau diminue progressivement depuis le séquençage complet du génome humain en 
2001. Illustration issue de Picard et collègues (New-York –USA) (Picard, Wallace, et Burelle 2016). 
 
 
I. Origine et composition  
 
 
Dans les années 1960, Lynn Margulis (puis Sagan) une microbiologiste américaine, a émis 
l'hypothèse selon laquelle les mitochondries des cellules eucaryotes actuelles proviendraient de 
l’incorporation par endocytose incomplète d’une alpha-protéobactérie par une cellule proto-eucaryote. 
Ce phénomène évolutif de symbiose a permis à la cellule hôte d’utiliser l’oxygène pour produire de 
l’énergie et ainsi de survivre en condition aérobie (M. W. Gray 2017). Aujourd'hui, cette théorie est 
largement acceptée car plusieurs caractéristiques mitochondriales sont toujours communes aux 
bactéries. Par exemple, les mitochondries possèdent leur propre ADN (ADNm), circulaire, double brin, 
plus proche d’un génome procaryote que de l’ADN nucléaire. Elles sont composées de deux membranes 
de composition différente. La membrane interne de la mitochondrie (MMI) a une composition 
biochimique proche de celle d’une membrane de bactérie. Alors que la membrane mitochondriale 
externe (MME) ressemble beaucoup à la membrane d'une cellule eucaryote. Leurs ribosomes 
mitochondriaux (mitoribosomes) ressemblent aux ribosomes des bactéries. La genèse de nouvelles 
mitochondries se fait par division de mitochondries pré-existantes. Les mitochondries sont des organites 
semi-autonomes, c’est-à-dire qu’ils disposent d’un patrimoine génétique propre, capable de se diviser 












1. Structure des mitochondries  
 
La structure et la forme des mitochondries dépendent et varient en fonction de l’état métabolique 
et du type cellulaire. Les deux membranes délimitent deux compartiments distincts : l’espace 
intermembranaire, localisé entre les deux membranes et la matrice mitochondriale, au cœur de la 
membrane interne, dans laquelle nous retrouvons notamment les molécules d’ADNm (Figure 18 ci-
















Figure 20 : Représentation d’une mitochondrie. Elle illustre les différents compartiments de la mitochondrie, et les différentes membranes 
qui la constituent et les différents composants. Elle est composée à l’extérieur, de la membrane externe, qui délimite la mitochondrie. Entre la 
membrane externe et la membrane interne, l’espace présent est appelé espace intermembranaire. La membrane interne délimite l'espace 
intermembranaire de la matrice. La matrice, au centre de la mitochondrie, possède des ribosomes (mitoribosomes) des granules, l’ADNm, et 
l’ATP synthase. Illustration issue de Frey et collègues (San Diego-USA) (Frey et Mannella 2000).  
Grâce aux premières images obtenues en microscopie électronique, nous avons longtemps 
considéré les mitochondries comme étant de petits organites isolés. 
Cependant, on sait aujourd’hui, grâce à l’avancement des techniques d'imagerie, que les 
mitochondries constituent en réalité un réseau hautement dynamique qui fusionne et se fragmente en 
permanence. Une caractéristique nouvelle, concernant ce réseau dynamique, est son hétérogénéité. En 
effet en 2019, la publication de Julie MacDonald illustre l’hétérogénéité des mitochondries au sein d’une 
même cellule (MacDonald et al. 2019). Les mitochondries d’une même cellule diffèrent entre elles vis-
à-vis de leur taille, ultra-structure, de leur potentiel de membrane (Δψm), et du nombre de copie 
d’ADNm qu’elles renferment (MacDonald et al. 2019). 
Pour aller plus loin dans l'hétérogénéité, il a été démontré l'existence d’une hétérogénéité de 
production d’ATP entre les différentes crêtes d’une même mitochondrie, ceci par la mesure de différents 
potentiels de membrane au sein d’une même mitochondrie (Wolf et al. 2019). Ici, la structure des crêtes 
mitochondriales confère la fonction et la qualité d’OXPHOS. Les auteurs présentent la mitochondrie 
comme une somme de potentiels de membrane spécifique à chacune de ses crêtes. La mitochondrie 
devient alors la somme de diverses unités indépendantes de production d’ATP, les crêtes 
mitochondriales. L’aspect ouvert ou fermé des zones de jonctions des crêtes influence la distribution 
des composants des OXPHOS au sein de ces dernières (Wolf et al. 2019). Les complexes de la CTE et 
l’ATP synthase se retrouvent préférentiellement dans les crêtes plutôt que sur la face de l’IMM en 











Figure 21 : Représentation de l’évolution du modèle de distribution du potentiel de membrane dans une mitochondrie. A gauche : la 
vision d’un équipotentiel de membrane, avec des crêtes ouvertes et une distribution uniforme des complexes mitochondriaux. A droite : la 
nouvelle vision, celle d’un potentiel de membrane différent entre chaque crête. La crête est l’unité fonctionnelle automne et cloisonnée, qui 




1.1. La membrane mitochondriale externe (MME) 
 
La membrane externe est une bicouche lipidique dont la composition est proche de celle de la 
membrane plasmique. Cette membrane est riche en porine appelée VDAC (Voltage Dependent Anion 
Channel). Les porines sont des protéines membranaires qui forment des canaux permettant le passage 
passif d'ions et de petites molécules organiques solubles de masse moléculaire inférieure ou égale à 1 
kDa (ions, acides gras, pyruvate, nucléotides…). Les molécules dont la taille est supérieure à 1 kDa 
traversent cette membrane à l’aide de transporteurs comme le complexe protéique TOM (« Transporter 
Outer Membrane »). Il reconnaît les séquences d’adressage mitochondrial codées par le génome 
nucléaire et destinées à l’adressage mitochondrial (J. Hoogenraad, Michael T. Ryan 2001). 
 
1.2. La membrane mitochondriale interne (MMI) 
 
C’est au travers de cette bicouche lipidique que se fait le transport de proton, qui permet la 
synthèse d’ATP (Frey et Mannella 2000). Elle présente une grande surface et plusieurs replis qui 
définissent les crêtes mitochondriales. On distingue, de la MMI, parallèle à la MME, les crêtes qui 
forment des protrusions dans la matrice mitochondriale. La délimitation entre la MMI et les crêtes 
s’appelle la zone de jonction des crêtes. Cette MMI possède un phospholipide spécial, la cardiolipine. 
Il est localisé sur la face interne de la MMI, au contact direct de la matrice. Elle est composée de quatre 
chaînes d’acide-gras, qui confèrent à la membrane une étanchéité face aux ions et la capacité à réaliser 
des courbures (Mayr 2015).  
 
 
1.3. L’espace inter-membranaire 
 
L’espace intermembranaire (IMS pour intermembrane space) est un compartiment où transitent 
les molécules de taille inférieure à 10 kDa qui ont traversé la membrane externe. Il est fortement 
concentré en protons et contient de nombreuses protéines qui ont des rôles importants dans la 








1.4. La matrice mitochondriale 
 
La matrice mitochondriale contient de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme 
énergétique comme celle du cycle de Krebs (Martínez-Reyes et Chandel 2020), de la β-Oxydation des 
acides gras (Houten et Wanders 2010) et enfin de la cétogenèse (Laffel 1999). Elle possède également 
plusieurs copies d’ADN mitochondrial ainsi que les composants nécessaires à son métabolisme : ARNs 
ribosomiques et ARNs de transferts, nucléotides phosphates (ADP, ATP), mitoribosomes et toutes les 
enzymes intervenant dans les étapes de réplication, transcription, traduction et réparation de l’ADNm.   
 
a. Génome mitochondrial : l’ADNm humain  
 
L’origine endosymbiotique des mitochondries explique que ces organites possèdent leur propre 
génome et leur propre code génétique, différent de celui de l’ADN nucléaire. L’ADNm est une molécule 
bicaténaire, circulaire et il code pour :  
- 22 ARN de transfert (ARNt), pour la traduction mitochondriale 
- 2 ARN ribosomiques (ARNr 12S et 16S), qui composent les mitoribosomes  
- 13 sous-unités protéiques appartenant à quatre des cinq complexes de la CTE :  
       - Pour le complexe I : ND1 à ND6 et ND4L.  
       - Pour le complexe III : Cytochrome b.  
       - Pour le complexe IV : COX1 à COX3. 
       - Pour le complexe V : ATPase 6 et 8.  
Le complexe II est entièrement codé par des gènes nucléaires et ses sous-unités sont importées dans la 
mitochondrie, après traduction cytosolique, grâce à un signal d’adressage (Greaves et al. 2012).  
 
II. Le fonctionnement et production d’énergie par la mitochondrie 
 
Les mitochondries sont considérées comme de véritables centrales énergétiques pour produire de 
l’ATP. Chaque jour, un homme adulte synthétise et utilise environ 40 kg d’ATP (Grivennikova et 
Vinogradov 2013). En aérobie, les mitochondries produisent la majorité de l’ATP nécessaire aux 
cellules grâce aux OXPHOS. La CTE est composée de cinq complexes enzymatiques massifs. Les 
quatre premiers (I, II, III, IV) constituent la CTE et sont couplés à un cinquième complexe enzymatique 
l’ATP synthase (F0 et F1 ATPase), qui catalyse la production d’ATP, il est le siège des OXPHOS qui 
synthétisent l’ATP. Les électrons capturés à partir de molécules donneuses vont circuler au travers des 
quatre premiers complexes grâce à des réactions d’oxydo-réduction en générant une force 
électromotrice. Ces électrons vont être acheminés jusqu’à l’accepteur final d’électrons : l’oxygène qui 
va devenir de l’eau, au niveau du complexe IV. Le transfert d’un électron s’accompagne de la 
translocation d’un proton de la matrice vers l’espace intermembranaire au niveau des complexes I, III 
et IV, créant ainsi une force protomotrice. Cette force protomotrice va permettre la rotation de l’ATP-
synthétase pour synthétiser l’ATP à partir d’ADP (adénosine diphosphate) et de phosphate inorganique 
(Pi) en réalisant une liaison phosphoanhydride sur le dernier phosphate de l’ADP (Voir figure 20).  
1. Les complexes mitochondriaux  
 
 
Le complexe I = NADH déshydrogénase, premier complexe enzymatique de la CTE. Il est composé 
de 45 sous-unités dont 7 sont codées par l’ADNmt (ND1 à ND6 et ND4L). Il oxyde le NADH en NAD+. 
Il est aussi une source importante de ROS mitochondriaux. En parallèle, il permet le passage de protons 
H+ de la matrice vers l'espace intermembranaire :  






Le complexe II = Succinate déshydrogénase, est totalement codé par le noyau. Il est constitué de 
quatre sous-unités dont une impliquée dans le Cycle de Krebs. Il est aussi une source importante de ROS 
mitochondriaux. Il oxyde le succinate en fumarate. Cette réaction libère moins d'énergie que l'oxydation 
du NADH, ce qui fait que le complexe II ne contribue pas à la génération du gradient de protons.  
Succinate + CoQ10 → fumarate + CoQ10H2. 
 
 
Le complexe III = Cytochrome C réductase est composé de 10 sous-unités environ. Il transfère les 
électrons aux molécules de cytochrome c (cyt c) localisées dans l’espace intermembranaire entraînant 
ainsi leur réduction. Il est aussi une source importante de ROS mitochondriaux. Il transfère également 
des protons à travers la membrane.  
2 cyto c oxydé + 2 H+ matriciels → cyt c réduit + 4 H+ intermembranaire. 
 
 
Le complexe IV = cytochrome C oxydase est un complexe protéique de 200 kDa composé de 13 sous-
unités. Grâce à son site de liaison avec l’oxygène, il transfère des électrons du cyt c à l’oxygène 
moléculaire pour produire de l’eau tout en oxydant le cyt c. Il transfère également des protons à travers 
la membrane.   
Cyt c réduit + O2 + 8 H+ matriciels → Cyt c oxydé + 2 H2O + 4 H+ intermembranaire. 
 
 
Le complexe V = l'ATP Synthétase est composé de 2 sous-unités principales : F0 et F1. F1 est associée 
à F0 du côté de la matrice mitochondriale. Le complexe F0 F1 de l’ATP synthase utilise le gradient de 
proton pour synthétiser des molécules d’ATP via les OXPHOS. La composante F0 joue le rôle d’un 
canal ionique permettant le retour des protons dans la matrice mitochondriale. Pendant ce retour des 
protons, l’énergie est utilisée pour la synthèse d’ATP.  
 







Figure 22 : Illustration des différents complexes, qui forme la CTE et les OXPHOS. Les intermédiaires réduits (NADH, NAD+) 
proviennent des différentes voies de catabolisme et alimentent les complexes I et III, afin de permettre le passage de protons de la matrice vers 
l’espace intermembranaire. Le transfert d’électrons le long de cette chaîne de complexes utilise le coenzyme-Q (ou ubiquinone) qui véhicule 
les électrons du C. I et C. II vers le C.III, alors que le cytochrome c les transferts du C.III vers le C. IV. Le complexe III permet lui aussi le 
passage de protons dans l’espace intermembranaire. Le complexe IV (cytochrome c oxydase) permet de synthétiser de l’eau à partir d’O2, de 
protons présents dans la matrice, et des électrons qui circulent dans la bicouche lipidique. Le NADH permet le transport de 10 protons vers 
l’espace intermembranaire, tandis que le FADH2 permet le transport de 6 électrons. Ceux-ci repasseront vers la matrice mitochondriale via 







1.1. Le cycle de Krebs  
 
Ce cycle a été identifié séquentiellement entre 1930 et 1937 grâce aux recherches combinées du 
Dr. Albert Szent-Györgyi et du Dr. Hans Adolf Krebs. Il s’agit d’un cycle amphibolique, c’est à dire 
qu’il est impliqué à la fois dans des processus anaboliques et cataboliques, comme la glycolyse, la 
gluconéogenèse, la transamination, la désamination, la β-oxydation et lipogenèse (Ryan et O’Neill 
2017). Il se déroule dans la matrice mitochondriale. Il implique diverses enzymes nommées, citrate 
synthase (CS), aconitase (ACO), isocitrate déshydrogénase (IDH), α-cétoglutarate déshydrogénase 
(OGDH), succinyl-CoA synthase, succinate déshydrogénase (SDH), fumarase (FH) et la malate 
déshydrogénase (MDH). Les 3 produits majeurs du CK sont le NADH, le GTP et le FADH2 (généré 
par le SDH aussi appelé C.II). Le FADH2 et le NADH sont extrêmement importants car ils sont les 
intermédiaires réduits, oxydés lors de la translocation du proton par la CTE (Ryan et O’Neill 2017). Le 
cycle de Krebs commence par la combinaison d’un 2C-Actetyl-CoA à un 4C-Oxaloacetate (OAA) afin 
de générer un 6C-Citrate (Voir figure 21).     
Ensuite le citrate est converti en son isomère ; le C6-iso citrate. Le cycle continue avec 2 
réactions de décarboxylation qui donnent successivement le 5C-ketoglurate (aKG) puis le 4C-Succinyl-
CoA.  Ces réactions libèrent deux CO2 et 2 NADH. Le 4C-Succinyl-CoA est converti en 4C-succinate. 
Le Succinate est oxydé pour donner du 4C-Fumarate, et 2 atomes d’hydrogène sont transférés au FAD, 
pour donner du 2 FADH. Cette réaction se fait par la SDH (Succinate déshydrogénase) (Martínez-Reyes 
et Chandel 2020). 
 Il est évident que les macrophages et les DCs utilisent les OXPHOS et le CK pour générer de l’ATP, 
cependant, lors de la polarisation M1 (en réponse au LPS) il est aussi connu qu’il se met en place un 
remaniement profond du CK. Celui-ci passe par l’accumulation de citrate, succinate en fumarate, et ces 
métabolites ont leurs importances, je vous l’explique un peu plus loin à la page 49 (Ryan et O’Neill 

















Figure 23 : Le CK (un hub métabolique) connecté à la CTE dans la matrice de la mitochondrie.  Le CK génère des composés réduits 
comme le NADH et FADH2, qui sont nécessaires à la CTE. Il génère le NADH et le FADH2 à partir des différentes sources de carbohydrates 
(acides aminés, glucides, acides gras).  Les électrons circulent au travers des complexes dans la membrane interne des mitochondries. 
L’oxygène est l’accepteur final des électrons, ce qui donne de l’eau. Les complexes génèrent un potentiel de membrane par accumulation de 
protons (H+) dans l’espace intermembranaire, ce qui permet la production d’ATP. Les complexes I et II utilisent le NADH et le FADH2 
respectivement, ce qui permet de faire fonctionner le CK. La succinate déshydrogénase (SDH) aussi appelé C.II est la seule enzyme de la CTE 




III. Le rôle de la mitochondrie dans l’immunologie  
 
La mitochondrie génère l’ATP à partir de diverses sources de carbone, qu’il soit sous la forme 
de glucose, d’acides gras, ou d’acide animés (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 2017).  L’utilisation 
de ces différentes sources de carbone ou de ces différentes voies métaboliques confère à la cellule un 
statut énergétique ainsi qu’une biodisponibilité en métabolites et intermédiaires réduits. Cet état 
métabolique et énergétique est au centre d’intenses recherches. Depuis le début des années 2010, il est 
devenu évident que les voies métaboliques influencent directement la physiologie de la cellule 
immunitaire (Gaber, Strehl, et Buttgereit 2017). Le champ de recherche qui consiste à étudier les liens 
entre le métabolisme et l’immunité est le domaine de l’immunométabolisme. Il s’agit d’un domaine en 
pleine expansion où d’intenses recherches sont menées à travers le monde. La mitochondrie est une 
organelle qui a longtemps été réduit à un rôle d’usine de production d’ATP, mais, depuis une dizaine 
d’années, il est clair que son rôle est perçu comme plus complexe et même central pour un large panel 
de fonctions cellulaires, qui peuvent même conditionner le devenir de la cellule (M. M. Mehta, 
Weinberg, et Chandel 2017).  
 
D. L’immunométabolisme des macrophages  
 
Il a longtemps été admis que la mitochondrie recevait ses « ordres » biologiques du noyau. Ainsi 
l’expression génique d’origine nucléaire induit la biogenèse mitochondriale, et active les OXPHOS, ceci 
selon une régulation dite antérograde. Cependant, il est clair à présent que le noyau et la mitochondrie 
entretiennent une régulation bidirectionnelle. De façon rétrograde, la mitochondrie peut influencer 
l’expression génique et facilite diverses fonctions biologiques (Martínez-Reyes et Chandel 2020). De 
nouvelles évidences ont identifié les intermédiaires métaboliques du CK comme étant des messagers 
entraînant des modifications de la dynamique chromatinienne, et épigénétiques, via des méthylations et 
acétylations (Ryan et O’Neill 2017) (Martínez-Reyes et Chandel 2020). 
 
Ces liens entre métabolisme et l'immunité peuvent se regrouper sous le terme 
d’immunométabolisme  (Pearce et Pearce 2013). La mitochondrie est un carrefour central pour la 




Figure 24: (Gauche) Les signaux dépendants de la mitochondrie : Le chondriome capte les signaux perçus depuis l’environnement et 
communique avec le reste de la cellule, afin de maintenir l’homéostasie. La libération du cytochrome c, active les caspases qui vont entraîner 
la mort de la cellule. La libération de ROSm permet d’influencer sur l’expression génique de la cellule, et active les voies de la MAPK. La 
libération de l’ADNm dans le cytosol active l’inflammasome via le système de détection d’ADN cytosolique cGAS-STING. Le rôle de 
signalisation des métabolites du CK se fait d’une part en régulant les marques épigénétiques et d'autre part en modifiant de façon post-
transcriptionnelle les ARNm.   Figure 24 (Droite) : les signaux dépendant du CK : Les intermédiaires métaboliques ont plusieurs rôles, 
indépendants du métabolisme, notamment dans la signalisation cellulaire. Des métabolites comme l'Acétyl-CoA, itaconate, le succinate, le 
fumarate et le L-2-DG peuvent altérer à la fois les réponses de l’immunité innée ou acquise. D’autres fonctions comme la lymphangiogenèse 
ou le maintien de l’état dit souche de cellule, ont été associés à l’Acétyl-CoA et à l’aKG respectivement. Le succinate, le L-2HG et le fumarate 
sont des oncométabolites qui favorisent la tumorigénese. Hors de la cellule, le succinate peut aussi réguler la thermogenèse sans frison lors 
d’une exposition au froid. Les 2 illustrations sont issues de la même revue réalisée par Martinez-Reyes et collègues (Chicago-USA) (Martínez-





Moduler le métabolisme mitochondrial pour diminuer la réaction inflammatoire est une théorie 
logique. Elle a été vérifiée et confirmée à diverses reprises sur divers modèles inflammatoires (Kelly et 
al. 2015); (Soberanes et al. 2019). Le traitement à la metformine (inhibiteur du C.I) entraîne une 
diminution de la survenue des maladies inflammatoires, en diminuant la polarisation M1 des 
macrophages (Soberanes et al. 2019). Preuve que la modulation de la physiologie mitochondriale a des 
répercussions systémiques. Au-delà de son rôle anti-inflammatoire (via la régulation de la polarisation 
des M1), la metformine est surtout connue comme étant le traitement de première intention du diabète 
de type 2. Son effet anti-diabétique passe aussi par son rôle d’inhibiteur mitochondrial (Owen, Doran, 
et Halestrap 2000). En effet, la metformine inhibe la CTE dans les hépatocytes ce qui diminue leur 
gluconéogenèse. Ceci conduit à l’augmentation de l’utilisation du glucose plasmatique, et permet une 
baisse de la glycémie (Owen, Doran, et Halestrap 2000). Ensemble, tout ceci illustre le rôle central du 




I. Le métabolisme au cours de la polarisation M1 
 
Le métabolisme des macrophages M1 est capable d'initier la réponse inflammatoire et 
l’élimination des pathogènes en réalisant une glycolyse aérobie, une synthèse d’AG (médiateurs 
inflammatoires) (Batista-Gonzalez et al. 2020), avec une inhibition des OXPHOS (Van den Bossche et 
al. 2016), par un CK « brisé » qui entraîne l’accumulation de métabolites (Ryan et O’Neill 
2017)(Martínez-Reyes et Chandel 2020). (Voir figure 25). Afin de satisfaire ses besoins lors de la 
défense contre l’agression, le macrophage réorganise son métabolisme (Gaber, Strehl, et Buttgereit 


















Figure 25 : Schéma de l’adaptation métabolique dans le macrophage M1. L’activation classique du macrophage utilise la glycolyse aérobie 
(effet Warburg) pour produire de l’énergie et augmenter le flux au travers la voie des pentoses phosphate (PPP - pentose phosphate pathway) 
ce qui augmente le NADPH (pour la production de ROS par la NADPH oxydase). Les ROS peuvent aussi venir de la mitochondrie, qui est 
elle-même alimentée par la glycolyse au travers d’apports en pyruvate puis Acétyl-CoA, ou bien par le succinyl-CoA issue de la FAO. Chez 
les M1, le CK est brisé. La glutaminolyse permet de produire du succinate. La première rupture du CK induit une accumulation de citrate, un 
substrat pour la synthèse d’itaconate et d’AG. La seconde rupture induit une accumulation de succinate, ce qui active HIF1α, et ses gènes 
réponses afin d’augmenter la glycolyse. Pour finir le shunt argininosuccinate restaure les taux de fumarate et malate, ce qui est en faveur d’une 
synthèse de NO, qui va à son tour inhiber l’activité du CII (succinate déshydrogénase). Illustration issue de la revue de Gaber et collègues 




1. Le catabolisme du glucose dans le M1 
 
 




Les effets Warburg 
 
La glycolyse catabolise le glucose et produit du pyruvate. Simultanément à cela, la glycolyse 
conduit à une production d’énergie sous la forme de 2 molécules d’ATP par molécule de glucose clivé. 
Elle se déroule dans le cytoplasme de la cellule. Le pyruvate peut entrer dans le CK, ou bien être 
métabolisé par fermentation, pour produire du lactate ou de l'éthanol. L’augmentation des flux 
glycolytiques augmente la production de pyruvate et induit une sur-production de lactate. 
En 1924, Otto Warburg rapporte que les cellules tumorales utilisent davantage la glycolyse que 
les OXPHOS pour produire l’énergie ce qui lui valut l’obtention du prix Nobel en médecine en 1931. 
Initialement découvert sur des cellules tumorales, cet effet est également retrouvé au sein des cellules 
saines en normoxie, comme les macrophages au cours de leur polarisation M1 (Palsson-McDermott et 
O’Neill 2013). En effet, les macrophages ont un grand besoin énergétique pour leur mobilité, leur survie, 
la synthèse de cytokines, mais aussi pour la défense rapide face aux pathogènes (L. Yang et al. 2014; 
Semba et al. 2016) (Palsson-McDermott et O’Neill 2013). Après la reconnaissance du LPS via TLR4, 
les macrophages surexprimant GLUT1 et la PKM2, favorisant l’entrée et le catabolisme du glucose 
(Palsson-McDermott et al. 2015) (Palsson-McDermott et O’Neill 2013). Les cellules de l’immunité, 
comme les neutrophiles, présentent un faible nombre de mitochondries ce qui les prédisposent à utiliser 
préférentiellement la glycolyse plutôt que les OXPHOS. Ils ont une durée de vie relativement courte et 
sont très dépendants du glucose pour survivre. Une fois activés, via l’effet Warburg et la voie des 
pentoses phosphates (PPP), ils génèrent une grande quantité de NADPH, essentiel pour le 
fonctionnement de la NADPH-oxydase (Pearce et Pearce 2013). 
 
Les cibles pharmacologiques et leurs effets sur la glycolyse 
 
Cibler les enzymes de la voie de la glycolyse pour modifier les flux métaboliques est une théorie 
plutôt bien documentée. Parmi les enzymes impliquées dans cette voie on retrouve l’hexokinase, 
première enzyme de la glycolyse, elle transforme le glucose en glucose-6-phosphate en hydrolysant un 
ATP en ADP. Un inhibiteur bien connu est le 2-Deoxy-D-glucose (2DG). Il s’agit d’un sucre qui 
présente deux groupements hydroxyles qui vont bloquer la voie de la glycolyse, et empêcher la 
production de glucose-6-phosphate. Une inhibition de la glycolyse avec du 2DG inhibe la production 
d’IL1β, dans des macrophages in vitro sur des RAW 264.7 (lignée de macrophages) et sur des 
macrophages péritonéaux au cours d’un traitement au LPS (100 ng/ml pendant 24 heures) (L. Yang et 
al. 2014). L’inhibition de la glycolyse est associée à une amélioration des OXPHOS, afin de subvenir 
aux besoins de la cellule (L. Yang et al. 2014). Le traitement au 2DG rend les M1 comparables à des 










Rôle de la PKM ½ 
Il est aussi possible de bloquer la glycolyse en bloquant la dernière enzyme de la voie, la PKM 
1 / 2. Elle est l’enzyme limitante de cette voie, et elle convertit du Phosphoenolpyruvate en Pyruvate. 
Un traitement avec de la Shikonine (utilisée dans la médecine chinoise comme traitement anti-
inflammatoire) améliore la survie des animaux après un CLP, et diminue la libération d’IL-1β par les 
macrophages péritonéaux (L. Yang et al. 2014). Cette même équipe, dirigée par Daolin Tang, a publié 
en 2018 une autre étude qui montre le rôle de PKM2 dans la sensibilité aux chocs septiques chez la 
souris (Deng et al. 2018). Leur modèle de souris KO (présentant une déficience d’un inhibiteur de PKM2 
(Bmal1) spécifiquement dans les macrophages) présente une létalité plus importante pour les chocs 
septiques (type CLP) avec une augmentation sévère des taux de lactates plasmatiques, preuve d’une 
intense activité glycolytique (Deng et al. 2018). Ils expliquent la sensibilité des animaux par cette sur 
production de lactate, qui induit l’activation du FdT STAT1 (Retrouvé induit par la polarisation M1 
(Murray et al. 2014)), qui va diminuer l’activité des lymphocytes T modulateurs, qui diminuent 
l’inflammation  (Deng et al. 2018). Il a aussi été montré par d’autres équipes, notamment celle de Luke 
O’Neill en 2015, que la PKM2 participe à la stabilisation d’HIF1α (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) 
et à la synthèse d’IL-1β (Palsson-McDermott et al. 2015). De par ce rôle dans la stabilisation d’HIF1α, 
PKM2 (dimérique) lie la glycolyse à la polarisation vers le M1 (Palsson-McDermott et al. 2015). L’axe 
d’activation de HIF1α par la PKM2 induit aussi la libération d’HMGB1 acétylé de façon post-
traductionnelle (L. Yang et al. 2014). 
L’activité de la glycolyse est directement liée au profil inflammatoire des macrophages, qui influencent 
grandement la survie des animaux lors de sepsis. Une autre façon d’inhiber la glycolyse est de jouer sur 
les PDKs (qui comprennent les PDK1, PDK2, PDK3 et PDK4). 
 
 
Rôle de la PDK 1/4 
Ce sont des kinases inhibitrices qui phosphorylent le complexe de la pyruvate déshydrogénase. 
Par leur action inhibitrice, elles empêchent la conversion du pyruvate en Acétyl-CoA utilisé par le CK 
(Semba et al. 2016). Il est montré que la délétion de PDK2 ou de la PDK4, ou des deux enzymes en 
même temps empêche la progression vers le profil M1, induisant une amélioration des OXPHOS avec 
un CK fonctionnel (B.-K. Min et al. 2019). 
La PDK1 est liée à la polarisation et à la production de cytokines inflammatoires (B.-K. Min et 
al. 2019).Les M1 utilisent la glycolyse pour entraîner leur réponse inflammatoire. Les macrophages 
PDK1-/- en M1 présentent une diminution de la glycolyse et de la réponse inflammatoire (Tan et al. 
2015a).  A l’inverse, les M2 PDK1-/- présentent des OXPHOS améliorés (Tan et al. 2015a).  Ensemble, 
cela montre que PDK1, régule l’oxydation du glucose et contribue à l'acquisition du phénotype des 
macrophages. Son KO dans les macrophages diminue le profil inflammatoire et favorise le phénotype 
M2 (Tan et al. 2015a).  Ce phénotype s’explique par une levée de l'inhibition exercée sur l'entrée 
d’Acétyl-CoA (issue du pyruvate) dans le CK ce qui augmente le substrat des OXPHOS. Ceci, dans le 
macrophage, se traduit par une polarisation vers le M2 (Tan et al. 2015a).  L’utilisation d’un inhibiteur 
des PDKs, comme le DCA (dichloroacetic acid) entraîne une diminution de la migration des 
macrophages in vitro et in vivo (Semba et al. 2016). De plus, un prétraitement avec du DCA améliore la 
survie des animaux lors d’endotoxémie suite à une injection de LPS (40 mg/kg) (Semba et al. 2016). 



































Figure 26 : La glycolyse, l’entrée du Cycle de Krebs, leurs inhibiteurs et conséquences biologiques. La glycolyse du glucose et l’entrée 
des deux molécules de pyruvate produites dans le CK sont au centre de plusieurs études en immunométabolisme. L’utilisation de 2DG sur des 
RAW 264.7 macrophages après traitement au LPS (100 ng/ml) modifie le métabolisme du glucose et leur profil inflammatoire. On observe 
une diminution de l’expression d’IL-1β et la respiration mitochondriale du M1 est restaurée (L. Yang et al. 2014). L’utilisation de shikonine 
inhibe spécifiquement la PKM2, entraîne une diminution de l’expression de l’IL-1β et une augmentation de la lactatémie et de la survie lors 
de sepsis (L. Yang et al. 2014).L’utilisation de DCA (dichloroacetic acid) entraîne une diminution de la glycolyse et une augmentation de la 
respiration mitochondriale (OXPHOS) ) (Palsson-McDermott et O’Neill 2013). L’utilisation du DCA est aussi montrée comme diminuant la 
migration des macrophages in vivo via une inhibition de la glycolyse (Semba et al. 2016). Illustration bilan sur les inhibiteurs pharmacologiques 
issue des publications de (Hunan-Chine) (L. Yang et al. 2014); (Dublin- Ireland) (Palsson-McDermott et O’Neill 2013).; (Tokyo-Japon) 
(Semba et al. 2016). 
Ces agents pharmacologiques montrent l’importance de la glycolyse dans la polarisation M1 
des macrophages, et l’incidence de cette dernière sur l’activité mitochondriale, l’inflammation 
systémique, et la survie des animaux.          
           
2. Le CK et ses métabolites lors de la polarisation M1 
 
Dans les macrophages, le CK est sujet à diverses altérations lors de la polarisation vers le M1. 
Lorsque le macrophage devient inflammatoire, il y a une rupture dans le CK. Les M1 présentent un 
cycle de Krebs brisé par l’inactivation de deux enzymes qui aboutissent donc à trois séquences 
enzymatiques distinctes (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 2017) (Voir figure 27 ci-dessous) Ce qui 
se traduit par l’accumulation de succinate et de citrate, qui à leur tour vont influencer la réaction 
inflammatoire (E. L. Mills et O’Neill 2016); (Gaber, Strehl, et Buttgereit 2017). 
Le succinate est connu pour avoir des effets pro-inflammatoires en augmentant la production de 
ROSm qui stabilisent HIF1α et libère de l’IL1β dans les macrophages murins (Tannahill et al. 2013). 
De récentes recherches ont montré que les M1 reprogramment leur métabolisme pour produire des ROS 
pour lutter contre l’infection (E. L. Mills et O’Neill 2016);  (Ryan et O’Neill 2017). La réorganisation 























Figure 27 : Le métabolisme des M1 présente un Cycle de Krebs “brisé” pour initier et amplifier l’inflammation. Les macrophages M1 
sont des cellules hautement glycolytiques et caractérisées par une forte production de lactate. Ils exhibent aussi un CK brisé à deux endroits 
distincts, qui aboutissent à trois conséquences distinctes. Les deux ruptures dans le CK sont au niveau de l’enzyme (IDH) et du complexe II.  a) 
Le défaut d’activité de l’IDH entraine une accumulation des métabolites en amont de cette réaction enzymatique : comme le cis-aconitate.  Les 
M1 surexpriment IRG1 et produisent une grande quantité d’Itaconate à partir du cis-aconitate. b) habituellement le C.II (SDH) reçoit les 
électrons du succinate et les passe au C.III dans le sens classique de la CTE. Cependant les M1 présentent un transfert des électrons réverse 
(RET ; Reverse Electron Transfer) au travers de la CTE, donc un transfert du complexe II au complexe I, ce qui induit la production de ROSm 
par le C.I. Les ROSm ainsi produit vont stabiliser HIF1α et induire la production d’IL1β. L’itaconate entraîne une inhibition partielle du C.II, 
ce qui diminue le RET et donc la production de ROSm. Du fait de l’inhibition de l'IDH, la synthèse de l’αKG doit être réalisée par la dégradation 
de la glutamine, en glutamate lors de la glutaminolyse. c) Le shunt arginosuccinate et la dernière partie du CK forment un nouveau cycle qui 
a comme effet net la synthèse de NO à partir de glutamate. Illustration issue de Mehta et collégues (Chicago-USA) (M. M. Mehta, Weinberg, 
et Chandel 2017) 
 
La première interruption du CK se fait par un défaut d’activité de l’enzyme IDH (3 
isoformes : 1, 2 et 3) qui transforme l’isocitrate en α-KG, ce qui induit une accumulation de citrate et de 
cis-aconitate. Les M1 sur expriment Irg1 (Acod1) qui converti le cis-aconitate en itaconate par 
décarboxylation. L’itaconate a des propriétés antimicrobiennes et son accumulation participe à la 
deuxième rupture de l’activité enzymatique. L’itaconate est un inhibiteur faible et endogène du 
complexe II (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 2017) 
 
La seconde interruption du CK se fait au niveau du C.II et entraîne un transport rétrograde des 
électrons (RET) du C.II vers ce C.I ce qui conduit à la production de ROSm. Ce mécanisme est possible 
par la glutaminolyse qui permet la production de l’αKG s'accumulent sous la forme de succinate. Le 
succinate favorise l’activation et la stabilisation de HIF1α via la production de ROSm (M. M. Mehta, 
Weinberg, et Chandel 2017). La glutaminolyse se déroule dans la mitochondrie et est responsable de la 
production d'énergie à partir de la dégradation de la glutamine. Ceci nécessite la conversion de la 
glutamine en glutamate par la GLS (Glutaminase) suivi de la deamination du glutamate, réalisée par la 
GDH (glutamine déshydrogénase) pour former de l’aKG, qui va permettre la production d’ATP dans le 
CK (Dumont et al. 2020).   
 La troisième séquence permet la production nette de NO à partir de glutamate, lors de la mise en 
place du le shunt arginosuccinate et la dernière partie du CK (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 






2.1. Les métabolites du CK au sein du macrophage M1 
 
Il est clair à présent que des modifications du CK auront des conséquences sur la biodisponibilité 
des métabolites, influençant à leur tour l’immunométabolisme. Loin d'être inertes, ces métabolites ont 
de multiples rôles : 
 
 
Le citrate et l’Acétyl-CoA 
 
Il est essentiel au fonctionnement du CK. Sa production est possible dans différents 
compartiments cellulaires, à partir de diverses sources de carbone. Il est synthétisé par la mitochondrie 
mais aussi dans le cytosol, par export du citrate mitochondrial via le transporteur SLC25A1. Le citrate 
cytosolique est alors pris en charge par l’ATP citrate lyase ACLY qui le convertit en Acétyl-CoA 
(Martínez-Reyes et Chandel 2020). L’ACLY peut être cytosolique ou nucléaire. Dans le noyau, les 
Histones-Acétyl-Transférase (HAT) transfèrent le groupement Acétyl de l’Acétyl-CoA aux queues en 
N-Ter des histones. L’acétylation des histones influence la dynamique chromatinienne et régule de façon 
épigénétique l’expression génique. Les HAT sont sensibles à la disponibilité de l’Acétyl-CoA 
cytosolique qui est directement dépendant du statut métabolique de la cellule (Martínez-Reyes et 
Chandel 2020). Les macrophages, lors de leur activation, présentent une augmentation des taux 
d'Acétyl-CoA. Les macrophages en présence de LPS sur expriment ACLY et présentent davantage 
d'acétylation d’histone (Viola et al. 2019). L'acétyl-CoA fait donc le relais entre des modifications 
mitochondriales et l’épigénétique lors de la polarisation du M1 (Martínez-Reyes et Chandel 2020). Il 
est connu que des peptides comme NFkB, l’IL-6, et l’IL-10 peuvent être acetylable, ce qui ajoute un 
niveau de régulation post-traductionnel à ces protéines de l’inflammation (Viola et al. 2019). 
 
 
Suite à la détection de LPS, une première réponse inflammatoire intervient durant les deux 
premières heures. Les ARNm d’IL-1β et Cxl1 augmentent à 30 minutes jusqu’à un pic à 2 heures post-
stimulation au LPS. Ces gènes sur-exprimés présentent alors au niveau de leur euchromatine la marque 
H3K4me3 (méthylation ouverte) (Lauterbach et al. 2019). En effet, il peut aussi entraîner des 
Malonylations (modifications post traductionnelles, retrouvées sur des histones et sur certaines protéines 
impliquées dans la synthèse des lipides) et participer à la lipogenèse qui permettra de soutenir (i) 
l’expansion de la membrane plasmique pour permettre une meilleure présentation des peptides via les 
CMH.II, et (ii) la production de cytokines inflammatoire, et le PGE2 (prostaglandin E2) qui est un 





L’αKG module la réponse hypoxique vis-à-vis d’HIF1α. En normoxie, les résidus des prolines 
portés sur le domaine de dégradation dépendant de l’oxygène d’HIF1𝛼 sont hydroxylés par les PHDs 
(prolyl-hydroxylases 1-3). L’hydroxylation d’HIF1α signe son adressage au protéasome. En hypoxie ou 
avec de faibles taux d’αKG ou encore en cas de production de ROSm, les PHDs ne hydroxylent plus 
HIF1α, ce qui entraîne son accumulation et sa translocation dans le noyau (Martínez-Reyes et Chandel 
2020). Une fois dans le noyau il peut entraîner notamment l’expression d’IL-1β (Tannahill et al. 2013). 
En accord avec ceci, le fait de traiter des BMDM avec de l’αKG, augmente l’activité des PHDs 
et inhibe l’activité d’HIF1α, ce qui diminue drastiquement l’expression de l’ARNm d’IL-1β (Tannahill 
et al. 2013). Donc l’αKG est plutôt retrouvé dans les macrophages de type M2 et agit en faveur d’une 
réponse de type anti-inflammatoire. En présence d’IL-4 il y a une augmentation de la glutaminolyse qui 
permet de générer de manière abondante de l’αKG alors que dans les M1, on constate de faible taux 
d’αKG (Martínez-Reyes et Chandel 2020). L’αKG supprime l’activation IKKβ, nécessaire pour la 




Les auteurs ont aussi montré que l’αKG produit par la glutaminolyse améliore la survie des animaux au 
cours d’endotoxémie (P.-S. Liu et al. 2017). La glutaminolyse permet la production l’αKG permet 
l’activation du phénotype M2 (activation de la beta oxydation, et profil d’expression génique). L’αKG 
participe à la polarisation M2 par un remaniement épigénétique en déméthylant H3K27 sur les 
promoteurs des gènes marqueurs du phénotype M2 (Viola et al. 2019). L’αKG généré par la 
glutaminolyse favorise l’activité des PHDs et inhibe l’activité du FdT HIF1α (Viola et al. 2019). 
 
Le succinate  
 
Le succinate inhibe la sécrétion d’IL-6, de TNF-α, de NO et d’IL-1β (Harber et al. 2020). Le 
succinate est synthétisé dans la matrice mitochondriale, il est le substrat du C.II et participe à la synthèse 
d’ATP lors de son oxydation en fumarate. Chez les macrophages M1 il y a une diminution de l’activité 
du SDH (C.II) ce qui entraîne une accumulation du succinate. Cette accumulation de succinate permet 
de stabiliser HIF1α et et permet la synthèse d’IL-1β (Tannahill et al. 2013) ; (Martínez-Reyes et Chandel 
2020). Malgré une activité diminuée le C.II oxyde le succinate en fumarate par le C.II, et cette oxydation 
est nécessaire pour permettre la production d’IL-1β et de ROSm (E. L. Mills et O’Neill 2016); En effet, 
l’inhibition de C.II (SDH) par le NPA (3-Nitropropionic acid) protège les animaux de l’endotoxémie 
(Martínez-Reyes et Chandel 2020). La production d’IL-1β passe par la production de ROSm (ion 
superoxyde) du C.I par transfert des électrons du C.II vers le C.I selon la RET (E. L. Mills et O’Neill 
2016). Dans la circulation, le succinate se lie à son récepteur : SUCNR1 (G protein-coupled succinate 
receptor 1) présent à la surface des cellules du rein, de la rate, et des cellules myéloïdes comme les DCs 
et les macrophages (Rubic et al. 2008); (Viola et al. 2019). Une fois lié à son récepteur, il déclenche une 
activation de la voie MAPK (mitogen-activated protein kinase). Dans les cellules myéloïdes, ce couple 
ligand/récepteur est impliqué dans la réponse inflammatoire. Rubic et collaborateurs ont montré que 
l’accumulation de succinate dans les DCs, active SUCNR1 ce qui augmente la sécrétion des cytokines 
inflammatoires chez l’homme et la souris (Rubic et al. 2008). 
 
 
Cependant, il a aussi été montré par plusieurs groupes, que le succinate et SUCNR1 participent à certains 
processus anti-inflammatoires. Wu et collaborateurs observent que le succinate libéré dans le milieu 
extracellulaire par les cellules tumorales, polarise les TAM en un phénotype M2 via sa liaison a 
SUCNR1 (Wu et al. 2020). Ceci a été confirmé par la délétion de SUCNR1 qui entraîne une polarisation 
M2 des macrophages de moindre amplitude (Wu et al. 2020). Toutefois, il est connu que les tumeurs 
libèrent plusieurs facteurs en faveur de l’angiogénèse et de l’immunosuppression (Hanahan et Weinberg 
2011). Les TAM sont alors dans un contexte immuno-métabolique très différents de celui étudié par 
Mills et O’Neill en 2016. Sur une étude portant sur le rôle du succinate dans l’obésité, Keiranetal et 
collaborateurs ont montré des effets similaires, sur des souris dépourvues en SUCNR1 spécifiquement 
dans les cellules myéloïdes, ce qui entraîne une up-régulation des gènes des cytokines inflammatoires 
comme l’IL-1β et Il-6 (Keiran et al. 2019). Dernièrement, un double effet, pro- et anti-inflammatoire a 
été attribué à l’axe  succinate/SUCNR1 dans les macrophages. Ceci pouvant s’expliquer par les 
différents sels de succinate utilisés, comme le diméthyle succinate (forme de synthèse perméable à la 
membrane plasmique des cellules) et le disodium succinate (non perméable à la membrane plasmique) 
(Harber et al. 2020). 
On peut donc retenir que l’accumulation et l’oxydation du succinate par la mitochondrie est associée à 
l’inflammation des macrophages (E. L. Mills et O’Neill 2016). Néanmoins, le rôle d’un tel métabolite 
ne peut pas être si simplement associé à un phénotype uniquement inflammatoire. Sa liaison à son 
récepteur et sa physiologie dans les cancers sont la preuve de la complexité de son action (Keiran et al. 
2019). De plus, l'utilisation de molécules de synthèse comme les sels de succinate peuvent biaiser nos 






Le fumarate  
 
Le fumarate se retrouve accumulé dans les macrophages lors de la polarisation vers le M1 suite 
à la rupture du CK (Ryan et O’Neill 2017). Cette accumulation est essentielle pour la réponse 
inflammatoire des macrophages, comme le montrent les travaux d’Arts et collègues (Arts et al. 2016). 
Ils ont montré que la glutaminolyse et la glycolyse sont indispensables dans les monocytes, lors de 
l’inflammation, et que ceci passe par une accumulation de fumarate et des remaniements épigénétiques. 
Les auteurs proposent que le fumarate inhibe KDM5 une histone demethylases, ce qui augmente le 
niveau des marques de types H3K4me3 sur le promoteur de TNF-α et IL-6 (Arts et al. 2016). Un 
traitement avec du (mono méthyl fumarate) MMF entraîne des modifications épigénétiques similaires à 
celles retrouvées lors d’une réaction avec le β-glycan des bactéries par les macrophages (Arts et al. 
2016). Le MMF augmente la production de TNF-α et d’IL-6 par les macrophages après une deuxième 
réaction face au LPS. Un autre rôle du fumarate passe par son activation via Nrf2 (erythroid-derived -
like 2), connu pour polariser les macrophages vers le M2 (Kobayashi et al. 2016).  
En effet, le DMF (diméthyle fumarate) est un médicament (Tériflunomide) en première 
intention pour traiter la sclérose multiple, une maladie inflammatoire auto-immune du système nerveux 
central (SNC) (Parodi et al. 2015). Une fois métabolisé en mono méthyl fumarate (MMF) il traverse la 
BHE et exerce son rôle protecteur (Parodi et al. 2015). In vitro le MMF entraîne l’activation de Nrf2 sur 
des neurones. Sur la microglie, il favorise le switch en diminuant la réponse inflammatoire et en 
polarisant vers un phénotype M2 en augmentant l’activité de phagocytose (Parodi et al. 2015). 
Il a aussi été montré un rôle du DMF dans les maladies inflammatoires hépatiques. Sangineto 
et collaborateurs ont montré que le DMF induit une diminution des cytokines inflammatoires (TNF-α, 
IL-1β, Cxcl1), et de l'infiltration des neutrophiles (Sangineto et al., 2020). Le DMF, via 
hydroxycarboxylic acid receptor 2 (HCAR2) entraîne une inhibition de l'infiltration des neutrophiles et 
de la réaction inflammatoire. Ils ont validé le fait que le MMF se lie à HCAR2 et entraîne la modification 





En 1995, on découvre pour la première fois le gène Irg1 (immune responsive gène 1) et 18 ans 
après il a été découvert qu’il codait la protéine IRG1, qui synthétise l’itaconate dans la matrice 
mitochondriale dans le macrophage (Hooftman et O’Neill 2019). L’itaconate inhibe partiellement le 
C.II (SDH) ce qui inhibe la réponse inflammatoire (E. L. Mills et al. 2018). Ceci limite l’oxydation du 
succinate, ainsi que l’inflammation (Martínez-Reyes et Chandel 2020). La culture de BMDM avec du 
dimethyl itaconate (DI) bloque la polarisation M1 et la libération d’IL-6 et d’IL-1β sans pour autant 
diminuer la production de TNF-α (Lampropoulou et al. 2016). L’effet anti- inflammatoire passerait donc 
selon les auteurs par une inhibition du C.II plutôt que par une inhibition au niveau de NFkB. Ce qui a 
été vérifié en bloquant le C.II avec du malonate, et il a été décrit les mêmes effets sur l’inflammation, 
que lors de traitement des BMDM avec du DI (Lampropoulou et al. 2016). (E. L. Mills et al. 2016). 
L’itaconate dont la quantité est augmentée chez le M1 par rapport au M0, active Nrf2 et inhibe la 
production d’IL-1β et de ROS (E. L. Mills et al. 2018). Il est décrit que le LPS et l’IFNγ induit une 
augmentation de l’expression d'Irg 1 dans les macrophages par rapport aux macrophages (E. L. Mills et 
al. 2018).  L’itaconate, provoque une diminution de l’expression du gène codant pour l’IFNγ (E. L. Mills 
et al. 2018). L’effet anti inflammatoire de l’itaconate a été confirmé chez la souris. La délétion spécifique 








2.2. Les ROSm au sein des macrophages M1 
 
 
Les ROS mitochondriaux  
 
    Dans la mitochondrie, plus de 90% de l’oxygène consommé par les mammifères est réduit sous la 
forme d’eau par les cytochromes oxydases. Seule une faible part est convertie en ROS (Grivennikova et 
Vinogradov 2013). Lors de la réponse inflammatoire, les macrophages M1 réorganisent leur chondriome 
pour la production de ROSm (E. L. Mills et O’Neill 2016). Cette production de ROS mitochondriaux 
passe par l’oxydation du succinate par le C.II (E. L. Mills et O’Neill 2016). 
 Les complexes C.I, C.II et C.III sont les sources principales d’ion superoxyde (O2.-) dans la mitochondrie 
(Diebold et Chandel 2016). Les C. I et C.II le libèrent dans la matrice mitochondriale, alors que le C.III 
libère l’ion O2.- à la fois dans la matrice et dans l’espace intermembranaire. L’ion O2.- généré par les C. I 
et C.II dans la matrice, est rapidement converti en H2O2 par la SOD2 mitochondriale (superoxyde 
dismutase proteins 2). Alors que l’ion O2.- libéré par le C.III dans l’espace intermembranaire diffuse au 
travers de canaux anionique dépendant du voltage (VDAC- voltage-dépendent anion channels) localisé 
sur la membrane externe de la mitochondrie, jusque dans le cytosol, où il sera converti en H2O2 par la 
SOD1 cytosolique (Diebold et Chandel 2016). La production de ROS par le C.I est associée à la 
survenue de thrombose chez l’homme (Soberanes et al. 2019). L’inhibition du C.I par la metformine 
entraîne une diminution de l’expression d’IL-6, impliqué dans l’incident thrombotique (Soberanes et al. 
2019) (Voir figure 27). De façon similaire, l’inhibition (par la roténone ou la metformine) du C.I 
entraîne une diminution de la production d’IL-1β dépendante des ROS, avec en parallèle une 
augmentation de la production d’IL-10 par les macrophages après un challenge par le LPS. (Kelly et al. 
2015). La metformine est donc une cible thérapeutique contre l'inflammation (Kelly et al. 2015). 
(Soberanes et al. 2019). Cependant, la roténone augmente la production de ROSm dans le compartiment 
sub-mitochondrial, c’est-à-dire, au niveau de la matrice (Qun Chen et al. 2003). Malgré l’idée que le C.I 
génère ses ROS uniquement dans la matrice, et que celle-ci soit étanche aux ions, il a été montré, que 
l’utilisation de roténone induit l’apoptose via l’augmentation de la production de ROS mitochondriaux  
(N. Li et al. 2003). De façon contre-intuitive il a récemment été montré par l’équipe de Gokhan S. 
Hotamıslıgil que l’absence de cardiolipine (qui confère l’étanchéité de la MMI) dans la MMI n’est pas 
associée à une augmentation des ROS mitochondriaux, dans le muscle et le cœur (Goncalves et al. s. d.). 
De plus, dans l’étude de Soberanes illustre que le blocage du C.I par la metformine entraîne une 
diminution de la production de ROS par le C.III (seul capable de libérer l’ion O2.- (précurseur de H2O2) 
hors de la mitochondrie) (Soberanes et al. 2019). 
 
 
    Dans le péritoine lors d’une infection, les macrophages utilisent le glutamate qui y est abondant (afin 
de réaliser la glutaminolyse) qui permet de générer des ROSm (αKG et Succinate) pour éliminer l’agent 
pathogène (Davies et al. 2017). Pour répondre à ce besoin de ROSm, le chondriome se relocalise autour 
du phagolysosome (Davies et al. 2017). L’activation des TLR (1/2/4) d’un macrophage induit le 
recrutement des mitochondries au phagosomes ce qui augmente la production de ROS issue du 
métabolisme mitochondrial (oxydation succinate) et participe à l’élimination du pathogène (West et al. 
2011). Elles se regroupent autour du phagosome pour une élimination optimale du pathogène via leur 



















Figure 28 : Schéma de la production de ROSm des M1 : Les C.I , C.II et C.III sont producteurs de ROSm. L’utilisation de metformine 
inhibe le CI et diminue l’état inflammatoire des macrophages, ce qui diminue la survenue de thrombose. Illustration synthèse de Saul Soberanes 
(Chicago-USA) (Soberanes et al. 2019). de Beth Kelly (Dublin - Irlande)  inflammatoires (Kelly et al. 2015) ; Lauren Diebold (Chicago-USA) 
(Diebold et Chandel 2016). 
 
 
Lors d’une infection, les macrophages produisent une grande quantité de ROS à visée 
microbicide. Mais le macrophage doit mettre en place des systèmes de défense contre ce stress oxydant. 
Il a été découvert par les travaux de Wang et collaborateur que les kinases Mst1/2  (pour mammalian 
Ste20-like kinase 1) régulent la défense oxydante (P. Wang et al. 2019) d’une part via la détection des 
ROS produit (Mst1/2-Keap1-NRF2) et d’autre part en contrôlant l’adressage des mitochondries autour 
du phagosome (Geng et al. 2015). En effet, les animaux dépourvus en Mst1/2 dans les cellules myéloïdes 
(Vav1-Cre et LysM-Cre)  sont plus sensibles aux sepsis (Geng et al. 2015). Ce phénotype à l’échelle de 
l’animal est associé, au niveau cellulaire, à la mort des macrophages dû à l’absence des défenses anti-
oxydantes (Kong et al. 2010) ;(Geng et al. 2015).  Le mécanisme de défense contre le stress oxydant, 
mis en place par les macrophages, est le suivant: Sur le site de production de ROS (la membrane du 
phagosome, ou de la mitochondrie) les kinases Mst1/2 phosphorylent Keap1 (kelch like ECH associated 
protein 1) ce qui inhibe l’ubiquitination et dégradation du FdT Nrf2, ce qui protège la cellule (P. Wang 
et al. 2019). Pour prouver que la mortalité des macrophages et des animaux Mst1/2-/-  est dû à un défaut 
de Nrf2.  Il est démontré que l’absence combinée de Nrf2 et de la sous unité catalytique de la NADPH-
oxydase (gp91) réduit fortement l’inflammation, et prolonge significativement la survie des animaux 
Nrf2 KO lors du sepsis (Kong et al. 2010). Enfin, l'absence de Mst1 chez l’Homme et la souris entraîne 
une immunodéficience caractérisée par des infections récurrentes et une neutropénie (P. Wang et al. 
2019). Ainsi, les défenses antioxydantes des phagocytes jouent un rôle central dans leur survie et le bon 
déroulé de la réaction inflammatoire lors d’une infection.  
 
 
Les ROS membranaires (NADPH-Oxydase) 
 
La génération de ROS des phagocytes se fait aussi via la machinerie de la NADPH-oxydase. 
La découverte de la famille des homologues de gp91 phox a fait émerger le concept que les ROS peuvent 
être intentionnellement générés (Lambeth 2004). La NADPH oxydase produit de façon régulière des 
ROS, suite à divers stimuli comme des facteurs de croissance, des cytokines ou du calcium (Lambeth 
2004). Ce complexe protéique est le seul exemple de génération intentionnelle de ROS dans la cellule 
de mammifère, principalement retrouvé dans les neutrophiles et macrophages (Lambeth 2004). La sous-
unité catalytique, gp91phox (aussi appelé NOX2) est associée à d’autres sous-unités régulatrice 




de gp91 et p47 dans les leucocytes pulmonaires, bloque la réalisation du burst oxydatif, ce qui sensibilise 
grandement les animaux à des infections pulmonaires (Ramond et al. 2019). La production de ROS 
peut se faire par le don d’électrons du NADPH, à l’oxygène pour générer l’ion superoxyde (Lambeth 
2004) (Voir figure  29).  Chez des animaux dépourvus en gp91 et p47 (incapable de réaliser le burst 
oxydatif) un sepsis avec Escherichia coli est réalisé et les animaux KO présentent un infiltrat immun 
dans les poumons bien plus important que chez le WT, ceci associé à une sévère diminution de la 
capacité de clairance du pathogène par rapport au WT (Gao et al. 2002). Dans cette étude, les auteurs 
confirment le rôle bactéricide joué par la NADPH oxydase (Gao et al. 2002). 
Mais les ROSm sont aussi des molécules dangereuses si leur concentration n’est pas finement 
régulée (altération de la réplication de l’ADN, réduit la taille des télomères, diminue les OXPHOS) (P. 
Wang et al. 2019). (Diebold et Chandel 2016). Il existe divers systèmes antioxydants : la redoxine, ou 
la glutathione, elles utilisent l’oxydation du NADPH pour transformer le H2O2 en H2O.  La glutathione 
(composée d’acides aminés : cystéine, acide glutamique et glycine, qui agissent comme antioxydant) 
peut activer Nrf2 et HO-1 (hème oxygenase-1) qui permettent une meilleure défense face aux stress 














Figure 29 : La Génération de ROS par la NADPH-Oxydase : l’activation de la gp91phox survient lors du recrutement des protéines 
régulatrices (p40, p47, et p67) à la membrane plasmique, sur le flavocytochrome b. Cette structure recrute alors des kinases (PKC et Akt) qui 
phosphorylent p47. Sur la membrane plasmique la PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) produit du 3-phosphorylated phosphatidylinositols 
(PtdInsP), permettant de stabiliser le complexe protéique. Finalement l’activation de RAG-GTP, permet son adressage au complexe qui devient 
actif. La NADPH oxydase ainsi structuré va oxyder le NADPH et transférer son électron à une molécule d’O2 pour générer l’ion superoxyde 
(02.-). Illustration issue de J.David Lambeth en 2004 (Atlanta-USA)  (Lambeth 2004). 
 
3. Le rôle du calcium au sein du macrophage M1 
 
Dans la mitochondrie, le calcium est identifié comme pouvant influencer la production d’ATP. 
Hans Adolf Krebs a démontré que trois enzymes du CK ont une efficacité augmentée en présence de 
calcium : la PDH (Pyruvate DésHydrogénase), la OGDH (2-OxoGlutarate DesHydrogenase) et la ICDH 
(Isocitrate DesHydrogenase) (Griffiths et Rutter 2009). Une entrée de calcium mitochondrial va donc 
soutenir la CTE et augmenter la production d’ATP en augmentant les taux de NADH (Griffiths et Rutter 
2009) ; (Rizzuto et al. 2012). Dans des macrophages humains, l’entrée de calcium dans la mitochondrie 
est associée à un phénotype de type M2, avec une OXPHOS fonctionnelle. A l’inverse, l’inhibition de 
l’entrée de calcium diminue drastiquement la capacité de phagocytose, par une modification du statut 
énergétique (Tedesco et al. 2019). L’accumulation de calcium dans la matrice se fait via le MCU 
(Mitochondrial Ca2+ uniport) alors que l’efflux est médié par l’ouverture du PTP (Permeability 
Transition Pore) (Rizzuto et al. 2012). Une fuite de calcium via l’ouverture du PTP, entraîne une 




cytochrome c, qui sera reconnue dans le cytoplasme par le protéasome, qui entrainera l’apoptose de la 
cellule (Rizzuto et al. 2012). 
Il a été montré que la concentration calcique intracellulaire de macrophages péritonéaux de rats, 
suite à une injection de LPS augmente, ce qui active les PKCs et NFkB, favorisant la synthèse de NO et 
de TNF-α (X. Zhou, Yang, et Li 2006). Les échanges de calcium sont souvent associés avec le transfert 
d’autres ions comme le potassium (K+) et le chlore (Cl-). Le transporteur TWIK2 (Kcnk6) permet 
l’efflux de potassium dans les macrophages lors d’un sepsis, ce qui permet l’activation de 
l’inflammasome. Le KO de TWIK2 dans le macrophage présente une inhibition de l’inflammasome lors 
du sepsis par rapport au WT (Di et al. 2018). 
 
4. Le rôle du NO au sein du macrophage M1 
 
Les macrophages en culture, après 24 heures de polarisation M1, présentent des OXPHOS très 
diminuées (Van den Bossche et al. 2016). Cette diminution peut s’expliquer par la production 
concomitante de NO qui a lieu dans les macrophages M1 (Van den Bossche et al. 2016). L’IFNγ et le 
LPS induisent l’expression de l’iNOS (inducible nitric oxide synthase) dans les cellules myéloïdes lors 
d’une infection, celle-ci en synthétise en concentration supra physiologique (jusqu’à 1000 fois plus) 
(Sharma, Al-Omran, et Parvathy 2007). Le NO participe à la polarisation vers le M1 induit par le LPS. 
Inhiber l’iNOS lors d’une polarisation M1 (LPS) restaure les OXPHOS. Ici, Jean Van Den Bossche a 
montré que le NO inhibe les OXPHOS des mitochondries, ce qui verrouille les macrophages dans un 
phénotype M1. Ce résultat est confirmé chez les macrophages iNOS-/-, où l’on observe lors de la 
polarisation M1 aucune modification du métabolisme (pas de diminution des OXPHOS, et pas 
d’augmentation de la glycolyse) (Kelly et O’Neill 2015). Les auteurs montrent que le NO produit par 
l’iNOS exprimée par les macrophages lors d’une polarisation M1, provoque la diminution des OXPHOS 
(nitrosylations) et favorise l’augmentation de la glycolyse (Sharma, Al-Omran, et Parvathy 2007) ; 
(Kelly et O’Neill 2015) ; (Van den Bossche et al. 2016). 
L’utilisation d’un inhibiteur de la iNOS (le 1400W) permet en présence d’IL-4 de switcher le 
phénotype M1 vers un phénotype M2. Ce switch est impossible pour le macrophage en présence de NO 
malgré la présence d’IL-4. Le NO (nitric oxide) est une RNS (reactive nitrogen species) qui peut inhiber 
les OXPHOS (en nitrosylation les protéines du C.I, CII, C.IV et des cytochromes c oxydase), mais aussi 
inhiber la polarisation M1 (en nitrosylation IRF5) (Kelly et O’Neill 2015) ; (Pearce et Pearce 2013). 
Enfin lors de la phagocytose d’un pathogène les RNS sont aussi bactéricides, en altèrent la réplication 
et le métabolisme du pathogène (Bogdan 2015; Batista-Gonzalez et al. 2020). L’Arginine est le substrat 
de l’iNOS pour produire du NO (Kelly et O’Neill 2015). Les M2, eux expriment faiblement l’iNOS, 
mais ont une forte expression d’Arg1, qui favorise la synthèse d’ornithine, qui initie la voie des 
polyamines, qui signent un catabolisme de l’arginine de type M2  (Bossche et al. 2012).  Ainsi l’arginine, 
en fonction de l’enzyme qui la dégrade (iNOS ou Arg1) peut déterminer le phénotype du macrophage 




















Figure 30 : Le métabolisme de l’arginine dans le macrophage M1 vs M2 : Chez la souris l’IFN-γ, IL-12, et le TNF-α stimulent la synthèse 
de N0 dans les macrophages. Il est un des signaux clefs qui induit l’activation M1 et la réponse inflammatoire. Le NO entraîne une inhibition 
des OXPHOS dans la mitochondrie des M1, ce qui soutient l’inflammation et verrouille le macrophage M1 dans un état inflammatoire. A 
l'inverse, les cytokines comme l’IL-4, l’IL-10 et l’IL-13 entraînent une polarisation M2, ce qui est associé à une activation de l’Arginase 1. La 
production d’ornithine permet la synthèse de polyamines et de proline. Elles sont impliquées dans l'inhibition de l’inflammation et la synthèse 
des fibres de collagène (lors de la cicatrisation) respectivement. Illustration issue de la publication de Matthias Hesse en 2001 (Freiburg, 
Allemagne) (Hesse et al. 2001) ; de Jan Van Den Bossche (Amsterdam – Pays-Bas) (Bossche et al. 2012) (Van den Bossche et al. 2016) ; 




II. Le métabolisme lors de la polarisation M2 
 
Les M2 présentent une oxydation des acides gras et des OXPHOS fonctionnelles. Initialement on 
pensait que la glycolyse était une marque des M1 et que la FAO était une marque des M2. Maintenant 
on sait que la FAO participe dans la polarisation M1 (14, 15) et que la glycolyse intervient dans la 
polarisation M2 (Batista-Gonzalez et al. 2020). Dans les macrophages M2, l’arginase 1 est induite. Elle 
transforme l’arginine en ornithine, qui sert à la synthèse de polyamines précurseur de la synthèse du 
collagène pour la régénération (Bossche et al. 2012); (Batista-Gonzalez et al. 2020). Les principales 
cytokines responsables de la polarisation vers le M2 sont IL-4, IL-10 et l’IL-13. Elles sont synthétisées 
par les Lt-Th2 et les macrophages M2 eux-mêmes (Martinez et Gordon 2014). Elles sont reconnues par 
leurs récepteurs qui entraînent la translocation dans le noyau de STAT3 et STAT6 responsables de la 
polarisation vers le M2. L'IL-4 ou l'IL-13 ont un effet synergique avec la phagocytose des corps 
apoptotiques pour orienter le macrophage vers le M2 (Bosurgi et al. 2017). En plus des interleukines, 
d’autres molécules peuvent aussi influencer la réponse inflammatoire. Les glucocorticoïdes (GC) ont 
été montrés comme répresseurs de la réponse inflammatoire, voir même favorables à la polarisation de 
type M2 (Ehrchen et al. 2007). L’IL-4 induit la polarisation M2, au travers de l’axe akt/mTORC1 et 
régule Acly (une enzyme clé dans l'acétylation des histones et l’induction de la réponse M2 dans le 
noyau) (Covarrubias et al. 2016). Cette publication illustre le rôle de Akt/mTORC1 dans la polarisation 








1. Rôle des glucocorticoïdes 
 
A 20°C (température standard d’hébergement des animaux) les animaux sont soumis à un stress 
thermique, associé à la sécrétion de GC (40 ng/ml de corticostérone dans le sang) (Giles et al. 2017). A 
l’inverse, à 30°C (température de thermoneutralité (qui permet à un animal de ne fournir aucune énergie 
pour maintenir sa température interne à sa valeur de référence)) il a été dosé deux fois moins de GC (20 
ng/ml) dans le sang des animaux (Giles et al. 2017). La diminution de moitié des taux de corticostérone 
explique l’augmentation des taux de cytokines inflammatoires. Bhattacharyya et ses collègues, dans 
l’équipe de Louis Muglia a montré que la délétion du récepteur au glucocorticoïde (RG) dans les 
macrophages entraîne une mortalité très importante des animaux face à un sepsis (Bhattacharyya et al. 
2007). Ce qui montre le rôle modulateur des GC vis-à-vis de l’inflammation.  Les animaux mutants pour 
le RG exhibent des taux de TNF-α et IL-6 systémiques trois fois et deux fois plus importants par rapport 
aux animaux contrôles, respectivement.  
D’autre part, l’inhibition des GC (à thermoneutralité) et de leur frein sur le SI chez les animaux 
(sans aucune modification du régime alimentaire) entraîne une inflammation, une résistance à l’insuline 
et de l’athérosclérose (Giles et al. 2017) ; (X. Y. Tian et al. 2016). GC entraîne une activation de la 
protéine GILZ (Glucocorticoid (GC)-induced leucine zipper) qui a des effets anti-inflammatoires. GILZ 
est exprimé chez les BMDM naïf, et son expression est augmentée chez les M2 (Vago et al. 2020). En 
M1 les BMDM sans GILZ présentent un phénotype M1 exacerbé (IL-6, TNF-α, iNOS, STAT1) par 
rapport au WT (Vago et al. 2020). In vivo, après une inflammation au LPS il est retrouvé davantage de 
macrophages M1 dans le péritoine des animaux GILZ -/-, associés à une efférocytose défectueuse. Ainsi 
le récepteur aux GC est un acteur important dans la reprogrammation des macrophages et dans 
l’efférocytose (Vago et al. 2020). 
Il est possible in vivo d’inhiber la polarisation du M2 en bloquant la respiration mitochondriale 
ou l’import d’AG dans la mitochondrie via CPT1α, que ce soit par de l’utilisation d’oligomycine ou 
d’etomoxir, respectivement (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 2017); (Nomura et al. 2016). La 
fonctionnalité de la mitochondrie est essentielle pour la polarisation M2. Lors d’une polarisation vers le 
phénotype M2, la respiration mitochondriale est augmentée 4 heures après la polarisation. Durant cette 
période les mitochondries oxydent préférentiellement les dérivés du glucose, plutôt que ceux des acides 
gras. La FAO n’est pas nécessaire dans les étapes précoces du macrophage M2, alors que l’oxydation 




2. Rôle du tryptophane et de la Kynurénine 
 
La voie de la Kynurénine est la voie principale de catabolisme du tryptophane (Baumgartner, 
Forteza, et Ketelhuth 2019). L’IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) est l’enzyme limitante de cette voie, 
hautement régulée par les cytokines inflammatoires comme l’IL-6 et l’INFγ (Baumgartner, Forteza, et 
Ketelhuth 2019). La voie de la Kynurénine est une des voies de synthèse de NAD+, qui favoriserait le 
switch des macrophages vers le phénotype M2 (Minhas et al. 2019; S. Zhang et al. 2019). La voie de la 
kynurénine est retrouvée dans l’inflammation (aiguë ou chronique) comme l’athérosclérose 
(Baumgartner, Forteza, et Ketelhuth 2019). Face au LPS, les macrophages modifient leur métabolisme 
et diminuent leur synthèse de novo de NAD+ (essentielle pour la phagocytose et la respiration cellulaire) 
(Castro-Portuguez et Sutphin 2020). Les taux de NAD+ régulent donc la polarisation, la phagocytose et 
les sécrétions des macrophages. Le LPS diminue la synthèse de NAD+ par diminution de la voie de la 
Kynurénine dans les macrophages dérivés des monocytes humains. Si on restaure la voie de la 






3. Le catabolisme des lipides dans le M2 
 
Le catabolisme des lipides dans les macrophages à lieu principalement dans deux contextes. Le 
premier, lors de la polarisation en macrophages M2, le deuxième lorsque le macrophage est face à de 
grandes quantités de lipides (Voir Figure 31). Ces cas pathologiques sont représentés notamment au 
cours de l’obésité et de l'athérosclérose.  
La polarisation des M2 est caractérisée par l’augmentation de leur OXPHOS, alimentée par une 
FAO active. Cette FAO est associée à une diminution de la glycolyse et de la voie des PPP. La 
glutaminolyse sert aussi pour alimenter la CTE  (Gaber, Strehl, et Buttgereit 2017). Les M2 exhibent 
une Arginase 1 active, qui participe à la synthèse du collagène, ainsi qu’une biogénèse mitochondriale 
augmenté (Gaber, Strehl, et Buttgereit 2017). Considérés ensemble, et à l’inverse des M1 (longévité 
relativement courte des M1) les M2 (par leur OXPHOS actives et leur phénotype anti-inflammatoire) 
présentent une longévité plus importante (Gaber, Strehl, et Buttgereit 2017). 
L’obésité induit une inflammation indépendante d’agressions extérieures qui a causé 4 millions 
de morts et 120 millions de malades en 2015 (GBD 2015 Obesity Collaborators et al. 2017). 
L’inflammation est la cause de l’insulinorésistance associée à l’obésité chez la souris (Wei et al. 2016). 
Les ATM phagocytent les adipocytes nécrotiques des souris obèses. Ils ont davantage de lysosomes 
avec un métabolisme lipidique actif alors qu’ils produisent des cytokines inflammatoires (Kratz et al. 
2014); (Fitzgibbons et Czech 2016). L’élimination d’un adipocyte se fait alors par la formation d’un 
compartiment lysosomal extracellulaire, composé de plusieurs macrophages, qui entourent l’adipocyte 
(Zheng et al. 2016); (Haka et al. 2016). Durant l’élimination des adipocytes les macrophages sont 
exposés à divers AG qui polarisent les macrophages de façon inédite et définis par l’équipe de Lev 
Becker à Chicago, comme des MMe pour (Metabolic Macrophages) (Kratz et al. 2014); (Fitzgibbons et 


















Figure 31 : Le catabolisme lipidique des macrophages M2. Une polarisation M2 (induite par l’IL-4) ou le FdT PPAR-γ favorisent 
l’expression des gènes relatifs aux transporteurs des AG (e.g., CD36), à l’induction de la FAO (e.g., Cpt1α) ou à la biogénèse mitochondriale 
(e.g., PGC1β). Ensemble ils induisent l’oxydation des AG par les macrophages. L’internalisation des lipides des lipoprotéines (et des ACs) 
alimente la FAO (β-oxydation). Illustration issue de la revue de Jiawei Yan et de Tiffany Horng (Shanghai, Chine) (Yan et Horng 2020) et 




3.1. L’entrée des lipides dans le macrophage 
 
 
Les AG ne peuvent entrer dans la cellule que sous leur forme libre (Dumont et al. 2020). Une 
fois libérés les AG (à longues chaînes) peuvent traverser la membrane plasmique grâce au transporteur 
CD36 ou par les FATPs (fatty acid transport proteins) comme FATP1 ((SLC27A1) (Yvan-Charvet et 
Ivanov, s. d.). Le FdT, PPAR-γ est exprimé dans les macrophages qui accumulent les lipides, il est 
directement impliqué dans l’activation et la transcription du gène codant pour CD36 dans les 
macrophages (Chawla et al. 2001). L’implication de PPAR-γ dans l’assimilation des AG par les 
macrophages, soutient l’hypothèse selon laquelle la FAO dans les macrophages est retrouvée chez les 
M2.   
Une fois dans la cellule l’AG est d’abord couplé avec un Acyl-CoA par l’ACS (Acyl-CoA 
synthetase). Les Acyl-CoA ainsi synthétisés ne peuvent pas diffuser au travers de la membrane de la 
mitochondrie, ils doivent donc être activement transportés pour y être métabolisés (Dumont et al. 2020). 
Le transporteur mitochondriale CPT1 (carnitine palmitoyl transferase 1) transporte l’Acyl-CoA dans 
l’IMS, il est alors pris en charge par CPT2 (carnitine palmitoyl transférase 2) qui le transporte jusque 
dans la matrice mitochondriale (Dumont et al. 2020). La FAO nécessite la transformation de l’Acyl-
CoA en Acétyl-CoA  par l’ACADs (Acetyl-CoA dehydrogenase)) puis son oxydation dans la matrice 
mitochondriale par le CK (Dumont et al. 2020). Les M2 ou les MMe acquièrent tous les deux des 
gouttelettes lipidiques. Dans ces deux populations de macrophages les lipides vont être dégradés. Soit 
par l’action d’une lipase lysosomale ; la LIPA (lipase acide du lysosome) soit par l’axe CD36 / ATGL 
(Adipose TriGlyceride Lipase) une lipase cytoplasmique afin d’approvisionner la CTE en Acétyl-CoA 




La LIPA, lors de l’efférocytose (action retrouvée chez les M2 et les MMe) contribue à son bon 
déroulement. Inhiber la LIPA induit chez l'animal, une augmentation des signaux inflammatoires 
(activation de l’inflammasome), une accumulation de dépôts adipeux et la formation pathologique de 
« foam cells » (Viaud et al. 2019). La LIPA prévient donc l’inflammation et permet une efférocytose 
efficace. De façon intéressante la réexpression de la LIPA spécifiquement dans les cellules myéloïdes, 
corrige la plupart du phénotype chez la souris LIPA-/- (Viaud et al. 2019). Ce qui suggère que la  LIPA 
et le catabolisme des lipides dépendant des lysosomes, dans les macrophages, prévient des maladies 
métaboliques (Viaud et al. 2019). Les lysosomes des macrophages servent à plusieurs fonctions dont la 
digestion et la présentation d'antigènes mais aussi à la résorption osseuse (Blott et Griffiths 2002) et à 
la phagocytose, efférocytose (S. Zhang et al. 2019) et mitochondrie (Osellame et Duchen 2013), ainsi 








Figure 32 : Le transport des acides gras à longue chaîne dans la mitochondrie.  Illustration du rôle de CPT1 (sur la membrane externe de 
la mitochondrie) et de CPT2 (sur la membrane interne de la mitochondrie) lors du transport des AGs sous la forme d’AcylCoA dans la matrice. 







Les lipides : substrats essentiels du M2 
 
Les taux d’Acétyl-CoA sont aussi importants pour permettre le remodelage chromatinien 
nécessaire pour l’acquisition du phénotype M2  (M. M. Mehta, Weinberg, et Chandel 2017); (Vats et al. 
2006);(S. C.-C. Huang et al. 2014; Remmerie et Scott 2018). La FAO dans les M2, produit une grande 
quantité d'énergie. L’oxydation d’une molécule de palmitate (AG à 16 carbones) entraîne la production 
de 7 FADH2, 7 NADH et 8 molécules d’Acetyl-CoA, ce qui génère par les OXPHOS une production 
nette de 129 molécules d’ATP (Dumont et al. 2020). De quoi satisfaire aux besoins de la cellule sans 
production de ROS.   
L’absence de CoA peut limiter la polarisation M2 (dépendante de l’IL-4), en déplétant les CoA 
impliqués dans les modifications épigénétiques. La séquestration des CoA lors d’un excès d’etomoxir 
peut limiter l’accessibilité en Acétyl CoA, qui régule la réponse de l’IL-4 au niveau des acétylations des 
histones (Covarrubias et al. 2016).  
 
 
3.2. Controverse autour du rôle des AG dans la polarisation M2 
 
Cette controverse implique les publications basées sur l’utilisation de l’etomoxir (S. C.-C. 
Huang et al. 2014) et celles utilisant le modèle génétique Toren Finkel et (Nomura et al. 2016). 
Les macrophages CPT2-/- ne semblent pas être freinés dans leur polarisation en M2 in-vitro 
(Nomura et al. 2016). En effet, ils expriment à l’identique du WT les marqueurs M2 : CD301 et CD206. 
Ceux-ci indépendamment de l’inhibition de l’augmentation des OXPHOS, propre de la FAO (inhibée 
dans les macrophages CPT2-/-) (Nomura et al. 2016). Cependant, Nomura et les auteurs n’ont pas 
regardé la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires et se sont limités à la caractérisation de cinq 
marqueurs (CD301, CD206, Retnla, Mlg2 et Arg1).  
De plus Nomura décrit une perte similaire d'Arg 1, Mgl2 et Retnla (induit par l’IL-4) en présence 
d’etomoxir que ce soit chez les CPT2 +/+ ou les CPT2-/-, ce qui souligne un possible effet non spécifique 
de l’inhibiteur de CPT1 : etomoxir, sur la polarisation M2 (Nomura et al. 2016). Les interprétations 
faites à partir des études réalisées avec l’etomoxir présentent des effets confondants dû à l’etomoxir 
(Divakaruni et al. 2018). Vats et collègues retrouvent la même diminution du phénotype M2 en bloquant 
pharmacologiquement la FAO (etomoxir) qui est décrite par Nomura et collaborateurs (Vats et al. 2006). 
Ensemble, ils montrent que le rôle de la FAO dans la polarisation M2 est plus complexe que prévu 
(Nomura et al. 2016);(Van den Bossche et al. 2016).  
 
 
De plus, Vats et collaborateur montrent que le métabolisme oxydatif et la biogénèse de la 
mitochondrie, régulé par PGC1β et STAT6 sont essentiels pour la polarisation vers le M2 associé à une 
L’oxydation des AG, la biogénèse mitochondriale, et l’efférocytose, semblent être les « jalons » de la 
polarisation M2. De plus amples recherches sont encore à réaliser pour élucider le rôle de la FAO dans 
la polarisation du M2.  
Ajoutez à la complexité de la polarisation M2, il existe des différences inter espèces sur l’effet 
de la polarisation des macrophages et leur besoin en FAO. Namgaladze et Brüne publient en 2016 la 
preuve que contrairement aux macrophages murins, les macrophages humains ne sont pas dépendants 
de l’augmentation de la FAO pour acquérir le phénotype M2 (Namgaladze et Brüne 2014). Ceci souligne 
encore une fois l’importance des précautions lors de la transposition à l’Homme, des découvertes faites 






E. La fonction biologique des lysosomes dans l’immunité et le 
métabolisme 
 
La phagocytose est importante chez le M1 mais encore plus chez le M2.  
Quelques généralités : Une cellule possède entre 50 à 1000 lysosomes. Deux classes de protéines sont 
essentielles pour la fonction du lysosome : les hydrolases et les protéines lysosomales, membranaires 
(LMP). On note plus d’une 50aine d’hydrolases lysosomales et les LMP les plus abondantes sont LAMP1 












Figure 33: Les fonctions des protéines membranaires du lysosome : le lysosome est central, il a un pH acide, et participe à la dégradation 
des macromolécules par ses hydrolases acides. Le lysosome est crucial pour la maturation du phagosome en phagolysosome, lors du processus 
de phagocytose.  La macro autophagie permet l’élimination d’organelles et ce phénomène est nécessaire pour la mort cellulaire ou la 
prolifération. La phagocytose est dépendante de la fusion des lysosomes à l’autophagosome pour donner l’autolysosome, dans lequel la 
dégradation a lieu. L’exocytose des lysosomes et la réparation de la membrane plasmique sont des évènements de fusion dépendants du Ca2+ 
et de la synaptotagmine 7. Le lysosome peut entraîner une apoptose, qui implique la libération de la cathepsine initialement présente dans sa 
lumière, au travers d’un mécanisme inconnu pour le moment. L’homéostasie du cholestérol est contrôlée par l’efflux du cholestérol lysosomal, 
au travers de NPC1. La présentation d’antigène au CMH-II requiert les protéines et protéines de membrane du lysosome. Issue de Safig et 
Klumperman  (Kiel - Allemagne) (Saftig et Klumperman 2009). 
 
Le lysosome, et le phagosome, présentent des profils différents entre les macrophages M1 et 
M2, chez l’Homme, in vitro (Canton et al. 2014). En effet, il existe une forte différence entre le pH du 
M1 (avoisinant une valeur de pH 7.5) et celui du M2 (avoisinant une valeur de pH 5) dans le phagosome. 
Cette différence de pH est associée à une production de ROS plus importante à l’intérieur du phagosome 
(par la NADPH oxydase) chez le M1, par rapport au M2 (Canton et al. 2014). De plus, la NADPH 
oxydase est retrouvée à la membrane du phagosome chez le M1 alors que chez le M2, elle quitte 
rapidement la membrane. Le défaut d’acidification du phagosome chez le M1, passe en partie par la 
présence et l’activité de la NADPH-oxydase. Lorsqu’elle est inhibée, il est décrit une acidification plus 
efficace du compartiment, chez  les M1 (Canton et al. 2014). La NADPH oxydase « alcalinise » la 
lumière du phagosome lorsqu’elle réalise la réaction de dismutase, afin de produire l’ion superoxyde 







I. Les maladies liées aux lysosomes  
 
Récemment, le lysosome passe de la position d’un organite statique (l’élimination des déchets 
cellulaires), à celle d’un organite très dynamique, qui participe aux adaptations métaboliques et 
environnementales de la cellule (Ballabio et Bonifacino 2019). Son rôle dans les maladies humaines, 
passe d’implication rare comme dans les maladies du stockage lysosomal, ((LSDs) pour Lysosomal 
Storage Disorders) à des implications dans les maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer, 
Huntington ou Charcot) aux maladies métaboliques, jusqu’aux cancers (Ballabio et Bonifacino 2019); 
(Puertollano et al. 2018). Les LSD (maladies monogéniques) sont dues à une mutation qui inactive une 
des protéines lysosomales impliquée (ou pas) dans la fonction de dégradation de ce dernier. La maladie 
de Pompe est due à un défaut en α-glucosidase lipase acide, une enzyme présente dans la lumière du 
lysosome. Chez l’homme, l’absence complète de cette enzyme entraîne une cardiomyopathie infantile, 
ainsi qu’une myopathie squelettique, qui sera fatale lors des deux premières années de vie (Fukuda et 
al. 2006). Dans cette maladie, la mutation aboutit à l’accumulation progressive de glycogène non 
dégradées dans le compartiment lysosomal  (Hers 1963; Lieberman et al., s. d.). Un autre cas de LSD 
est la Mucolipidose de type IV, causée par la mutation du transporteur TRPML 1 (Mconl1) (TRPML 1 
libère le Ca2+ du lysosome vers le cytosol) qui aboutit à l’accumulation de cholestérol dans le lysosome 
(Ballabio et Bonifacino 2019); (Saftig et Klumperman 2009). Enfin, un défaut de dégradation du 
lysosome est impliquée dans la survenue de maladies bien plus graves et fréquentes, comme celles 
neurodégénératives (Nixon 2013).  
 
 
Le lysosome participe aussi au bon fonctionnement du SI, en permettant la présentation des peptides par 
le SII, via les CMH.II pour le SIA et la mise en place d’une réponse adaptative. Les cathepsine S et L 
(des cystéines protéases lysosomales) présentent dans les macrophages, dans leur compartiment 
lysosomal et endosomal sont importantes pour la régulation de la présentation des antigènes par les 












Figure 34: La voie de présentation du CMH de classe II mature à la membrane plasmique. Hétérodimère (αβ) de CMH II est assemblé 
dans le RE (réticulum endoplasmique) avec l’aide de la chaîne invariante (Ii). La partie cytoplasmique de Ii contient un motif qui permet son 
adressage dans le compartiment endosomal en passant par le trans golgi (TNG), puis à la membrane plasmique et enfin vers les endosomes 
précoces. Le complexe Ii-CMHII à la membrane plasmique est rapidement internalisé et accède ainsi au compartiment des endosomes. La 
maturation des endosomes se fait par activation des enzymes lysosomales (par acidification de sa lumière) qui dégradent les protéines dont la 
chaîne invariante Ii. En parallèle de cette activité protéolytique, il y a une dégradation des peptides exogènes et rupture des ponts disulfure. 
Après clivage ce Ii, il demeure dans le sillon du CMHII le peptide CLIP (class-II-associated invariant chain peptide) qui empêche une 
association d’un peptide prématuré. L’élimination de CLIP et la mise en place du peptide est médié par h-M2 (MHC-like molecule H−2M). 
Le peptide sur le CHM.II mature sera alors adressé à la membrane plasmique. Illustration issue de la publication de Karen Honey en 2003 





Dans les cancers, il est observé une diminution de l’expression de la sous-unité du lysosome Atp6v0d2 
dans les TAM (N. Liu et al. 2019).  Les animaux Atp6v0d2-/- sont plus susceptibles de développer des 
cancers que les WT, par une sur production de VEGF par les TAM, médiée par HIF2α. Chez l’Homme, 
une forte expression de Atp6v0d2 est corrélée à la survie des patients (N. Liu et al. 2019). Le lactate est 
libéré par les cellules tumorales, active mTORC1, ce qui inhibe l’expression de la sous-unité V0D2 de 
la pompe à proton. Cette inhibition de l’expression des sous unités de la pompe est dépendante de la 
rétention du FdT TFEB dans le cytoplasme (N. Liu et al. 2019).  L’absence de la sous-unité (Atp6v0d2), 
de façon spécifique aux macrophages entraîne une accumulation de mitochondries altérées, avec une 
activation de l’inflammasome, et une diminution de clairance du pathogènes Salmonella typhimurium 
lors d’un sepsis (Xia et al. 2019). Xia et collègues ont découvert que l’Atp6v0d2 n’est pas nécessaire à 
l’acidification du lysosome (activité de la pompe à proton) mais permet la fusion du lysosome à 
l’autophagosome via son interaction avec STX 17 et VAMP8 (protéines du trafic vésiculaire du 
lysosomes) (Xia et al. 2019). 
Une dysfonction de la physiologie des lysosomes a des répercussions dans plusieurs maladies comme 
les LSD, les cancers, et les sepsis. Elles sont dues à un défaut, d’autophagie, de mitophagie, ou de 

















Figure 35: Le lysosome est un organite important dans la signalisation intracellulaire : Le lysosome comporte un ensemble de protéines 
spécifiques. Sa lumière contient des hydrolases acides qui dégradent les différents substrats. Le pH acide de sa lumière est maintenu par 
l’ATPase vacuolaire (v-ATPase) ancré dans sa membrane. Cette même membrane comporte des protéines avec des hauts niveaux de 
glycosylation les LAMPs (Lysosome-Associated Membrane Proteins) qui ont pour but de protéger la membrane et empêcher qu’elle ne se 
dégrade. Les transporteurs ioniques maintiennent l’homéostasie. D’autres transporteurs assurent l’export des sucres, des nucléosides, des acides 
aminés, et autres produits de dégradation du lysosome. Les SNAREs sont impliquées dans la fusion du lysosome aux autres organites. Sa 
surface cytosolique sert de plateforme pour la signalisation, notamment avec mTORC1 pour ce qui est de la détection des nutriments et les 
signaux de croissances. Il y a aussi des facteurs de transcription comme TFEB et TFE3 qui régulent la biogénèse lysosomale, l’autophagie et 













II. Le lysosome : un carrefour entre la nutrition et l’immunité (mTOR) 
 
Lors de leurs activations les cellules immunes présentent d’importants changements 
morphologiques et métaboliques contrôlés par l’axe mTORC1-mTORC2. mTOR est une 
sérine/thréonine kinase au centre catalytique de 2 complexes différents, mTORC1 et mTORC2. Le 
complexe mTORC1 est le détecteur de nutriments de la cellule. Le complexe mTORC2 est impliqué 
dans le métabolisme cellulaire et le cytosquelette.  
 
 
L’activation de ces complexes à lieu chez les macrophages après reconnaissance du GM-CSF 
(Weichhart, Hengstschläger, et Linke 2015). Leur activation contrôle la synthèse protéique, la 
croissance cellulaire et le métabolisme anabolique (Weichhart, Hengstschläger, et Linke 2015). L’IL-4 
induit l’activation de mTORC1 et mTORC2 par les macrophages murins. 4 heures après stimulation au 
LPS il y a une importante synthèse protéique due à la voie (PI3K)-mTORC1 chez les macrophages 
murins (Ivanov et Roy 2013). Cette étude montre que lors d’une infection par la bactérie intracellulaire 
Legionella pneumophila dans des macrophages il y a une diminution de l’activité de mTOR, associé à 
une traduction importante des ARNm coiffés codant pour les cytokines inflammatoires (notamment 
celui de l’IL-6) (Ivanov et Roy 2013). Le complexe mTORC1 entraine la phosphorylation de 4E-BP1 
(eIF4E-binding protein 1) qui libère le facteur d’initiation de la traduction eIF4E (eukaryotic translation 
initiation factor 4E) des ARNm. L’activation de mTORC1 entraîne habituellement des réponses 
anaboliques au travers d’HIF1α, PPARγ (Mathieu Laplante et Sabatini 2012) ;(Inoki, Kim, et Guan 
2012). 
Lors de l’endocytose de nutriments (acide aminés) la déplétion de sous unité de la v-ATPase 
bloque le recrutement de mTORC1 à la membrane du lysosome et diminue son activation (Mathieu 
Laplante et Sabatini 2012). La v-ATPase interagit directement avec le complexe Ragulator (composé 
de 5 protéines LAMTOR 1 à LAMTOR 5), formant une plateforme pour les GTPase Rag (permettant 
le recrutement de mTORC1) à la surface des lysosomes. Les GTPase Rag permettent également le 
recrutement d’autres facteurs à la surface du lysosome. Le TSC (tuberous sclerosis complex) est un 
régulateur négatif de mTORC1, ou encore FLCN et FNIP qui comme TFEB sont des gènes clefs de la 
biogenèse lysosomale et de l’autophagie (Ballabio et Bonifacino 2019). 
L’activité de la pompe apparaît essentielle pour transmettre la présence d’acide aminés au 
complexe Ragulator/GTPaseRag puis mTORC1 (Mathieu Laplante et Sabatini 2012). Mais le 
mécanisme précis reste inconnu. De façon surprenante la voie de mTORC1 régule l’expression de la v-
ATPase suggérant un boucle de régulation entre mTORC1 et la fonction lysosomale (Mathieu Laplante 
et Sabatini 2012) (Peña-Llopis et al. 2011) (Düvel et al. 2010). 
Historiquement, il était convenu que le signal activateur de mTORC1 était la présence des 
nutriments. En 2011 Peña-Llopis et collègues ont publié un nouveau lien entre mTORC1 et la v-ATPase 
(Peña-Llopis et al. 2011). Leur publication dans PNAS illustre que mTORC1 régule plusieurs ensembles 
de gènes lysosomaux, comme ceux codant les sous unités de la V-ATPase (in vitro, in vivo) (Peña-
Llopis et al. 2011). Cette régulation de mTORC1 sur les gènes lysosomaux passe par le FdT TFEB 
(Peña-Llopis et al. 2011). La V-ATPase se lie aussi à d’autres FdT. En effet, Liu et collègues en 2018 
ont démontré que STAT3 s’associe physiquement à la pompe à proton par son domaine coiled-coil et 
induit l’augmentation de l’activité de la pompe (B. Liu et al. 2018). A l'inverse, l'absence de STAT3 
perturbe l’équilibre de la pompe ce qui augmente le pH du lysosome (B. Liu et al. 2018). Le rôle du 
complexe mTORC1/v-ATPase dans l’immunométabolisme des cellules immunes est un champ de 
recherche vaste et il reste de nombreux territoires à explorer (Voir figure 36). 
L’inhibition de mTORC1 (par délétion de Rptor (qui code pour les protéines régulatrices de 
mTOR (RAPTOR))) dans les DCs entraîne une importante réponse inflammatoire par ces dernières suite 
à un traitement au DSS (dextran sulfate sodium) (Ohtani et al. 2012). En accord avec Ohtani et collègues 
l’inhibition de mTORC1 par la rapamycine, dans les macrophages humains, augmente leur polarisation 




réponse de la polarisation M2 (via l’activation de STAT6) (Sahin et al. 2014). Des souris avec la forme 
de mTOR constitutivement active (souris Tsc1-/- ; complexe protéique qui antagonise la fixation de 
mTORC1 sur Regulator) présentent des macrophages réfractaires à une polarisation M2 induit par l’IL-
4 et sont plus prônes à développer un phénotype inflammatoire en condition M1 (LPS) (Byles et al. 
2013). De plus, mTORC1 entraîne une diminution d’Akt (essentielle à la polarisation M2 (Byles et al. 
2013).  Cette étude montre comment la détection des nutriments par mTORC1 et l’activation des voies 
sous-jacentes peut contrôler la polarisation des macrophages (Byles et al. 2013). 
 
Chez les patients atteints de NASH sévère on observe des macrophages avec peu d’activité de 
mTORC1. Par cette faible activité mTORC1 il n’y a pas de réponse de type M2 dans les macrophages 
il y a donc davantage d’inflammation (induite par les KC) par rapport aux patients avec un NASH moyen 
(W. Liu et al. 2019). Liu et collègues, dans l’équipe de Ding Ai ont montré dans les macrophages au 
cours de la phagocytose, que mTOR induit la lipolyse dépendant du lysosome, ce qui promeut la 
polarisation vers le phénotype M2 grâce entre autres à la protéine DRP1 (W. Liu et al. 2019). La 
phagocytose active mTORC1 qui se couple à DRP1, ensemble ils favorisent la fission mitochondriale, 
ce qui libère du calcium et augmente sa concentration cytosolique ce qui favorise l’acidification du 
lysosome, et donc la lipolyse associée aux lysosomes, qui alimente la réponse M2 (W. Liu et al. 2019). 
D’autres papiers illustrent que la phagocytose d’ACs par les macrophages active la voie mTORC1. Cette 
dernière peut être protectrice vis-à-vis de la progression du NASH en diminuant l’inflammation 

















Figure 36: La pompe v-ATPase, une plateforme pour le métabolisme du macrophage. La pompe à proton (v-ATPase) maintient un pH 
acide dans le compartiment luminal. Plusieurs événements s’initient à la surface du lysosome. Les protéines RAG-GTPase médient 
l’association dynamique de plusieurs complexes par leur association à Ragulator ancré à la surface du lysosome. Les protéines RAG-GTPase 
permettent le recrutement de TSC (tuberous sclerosis complex), FLCN (folliculin) et FNIP (FLCN-interacting protein). Le FdT STAT3 
s’associe physiquement à la pompe à proton v-ATPase par son domaine coiled-coil et induit l’augmentation de son activité de cette dernière. 
A l'inverse, l'absence de STAT3 perturbe l’équilibre de la pompe ce qui augmente le pH du lysosome.  Adapté de Ballabio et collègues (Naple 
- Italie) (Ballabio et Bonifacino 2019);  (Daejeon – Corée du Sud) (Kim et Lee 2019); (Cambridge –USA)  (Condon et Sabatini 2019); (Dallas 











III. L’acidification du lysosome est un élément central dans la physiologie du 
macrophage  
 
L’acidification du lysosome permet l’autophagie (élimination d’agrégats protéiques et 
d’organites comme des mitochondries altérées) afin de maintenir l’homéostasie cellulaire et empêcher 
une inflammation. Pour ce faire, la pompe à protons va acidifier la lumière du lysosome afin d’activer 
les hydrolases acides. Il s’agit d’un large complexe de sous-unités composées d’une partie cytosolique 
V1 (8 sous-unités qui hydrolysent l’ATP) et une partie transmembranaire V0 responsable de la 
translocation du proton (7 sous unité). V1 (640 kDa) possède 8 sous-unités de A-H et la V0 (260 kDa) 
possède au moins 4 sous-unités différentes (a, b, c, d, e) et 2 sous-unités accessoires (Ac45 et M8-9) 
(Yao et al. 2007). 
 
Cette ATPase est la seule molécule capable de diminuer le pH de la lumière du lysosome. La 
valeur pH du phagolysosome est quelque chose de très mobile chez les macrophages. Dix minutes après 
ingestion du pathogène le pH du lysosome, passe d’une valeur de 6 à 5,4 alors que le pH dans le cytosol 











Figure 37: Vision schématique de la v-ATPase. Il s’agit d’un complexe composé d’une partie périphérique V1 et d’une partie 
transmembranaire la V0. La sous-unité V1 est composée de huit sous-unités différentes (A-H) et est responsable de l’hydrolyse de l’ATP. Le 
domaine V0 est composé de quatre sous-unités différentes (a, c, d, et e) responsables de la translocation du proton au travers de la membrane. 
De plus deux autres sous unités Ac45 et M8-9 existent aussi mais leur structure et leur site de liaison aux autres domaines restent à déterminer 
issue de Yao et collègues (Guang Dong - Chine) (Yao et al. 2007). 
Structure de la V1 : Sous unité A et B : les 3 sous-unités A (69 kDa) et les 3 sous-unités B (60 
kDa) de la partie V1 forment le centre catalytique et non catalytique respectivement. La sous-unité C, 
permet la formation et l’ancrage des sous-unités A et B à la membrane vacuolaire. La sous-unité D : est 
importante au couplage du transfert de proton et de l’hydrolyse de l’ATP. La sous-unité E (31 kDa) 
existe sous 2 isoformes dans l’ATPase-V (E1 et E2). La sous-unité F : Sa perturbation avec un anticorps 
spécifique résulte en un phénotype nul de la v-ATPase, elle est donc essentielle au fonctionnement de 
ce complexe multiprotéique. La sous-unité G : joue un rôle dans la prévention de la rotation de la sous-
unité A, elle régule l’activité. La sous-unité H : elle fait (54,4 kDa), elle est hydrophobe et se retrouve 
donc ancrée dans le complexe protéique (Yao et al. 2007). 
Structure de la V0 : La sous-unité a : (116 kDa) présente trois différents isoformes (a1, a2, a3). La 
sous-unité c : (16 kDa) existe sous trois isoformes (c, c’, c’’) et le rôle des sous-unités c’ et c’’ reste 
inconnu. La sous-unité d : ne présente pas de domaine transmembranaire. La sous unité e (9.2kDa) est 
retrouvée associée au complexe V0 et à celui formé par la V1V0, ce qui confirme sa présence dans la 
structure mature de l’ATPase-V. Ac 45 (62 kDa) est une sous-unité transmembranaire accessoire de la 






La physiologie du lysosome est complexe. L’activité de protéolyse lysosomal qui en découle est, régulée 
par des programmes transcriptomiques, eux-mêmes régulés par des FdTs clés. Ces FdTs sont donc 
directement impliqués dans l’activité protéolytique et la polarisation des phagocytes, qui tous les deux 
influencent le bon déroulé de la réaction inflammatoire.  
De nombreux travaux ont permis de mieux comprendre ces FdTs dans la physiologie/fonction du 
macrophage, au-delà même de leur activité protéolytique. Leur mécanisme d’action sur la chromatine 
est un champ de recherche en pleine expansion ces dernières années. Cette expansion est soutenue grâce 
à l’avènement de nombreuses techniques conjuguées au séquençage haut-débit pour mieux étudier le 
rôle des FdTs. Parmi ces techniques nous retrouvons l’immuno-précipitation de chromatine (Ch-IP), le 
séquençage des ARNm (RNA-Seq) sur le bulk, mais aussi à l’échelle de la cellule unique (Single cell 
RNA-Seq), ainsi que l’ATAC-Seq (pour Assay for transposase accessible chromatin Sequencing) et le 
GRO-Seq (pour Global Run On sequencing) qui permettent une vision plus fine de l’état de transcription 
de la cellule à un temps donné (Lopes, Agami, et Korkmaz 2017). C’est-à-dire, dans un état de 
chromatine compactée, dépourvu de nucléosome, et propice à la transcription.  
Ensemble, ces techniques permettent d’étudier de façon précise les différents rôles des FdT en lien avec 
la dynamique chromatinienne, dans la polarisation des macrophages. Dans la partie suivante, je vais 
aborder une famille de FdT qui me semble importante, dans le cadre de mes recherches, et qui est 
impliquée dans la régulation de la physiologie des lysosomes. Dans un second temps, je vais aborder 
certains des FdT impliqués dans les polarisations M1, puis d’autres impliqués dans la polarisation M2. 
J’ai choisi de vous présenter 4 FdT impliqués dans la polarisation du M1, et 4 FdT dans la polarisation 
du M2, qui me semblent à ce jour pertinent.  
  
 
IV. Le facteur de transcription lysosomal TFEB 
 
Le facteur de transcription TFEB fait partie de la famille : MiT-TFE. Cette famille comprend 4 
membres : TFEB, TFE3, TFEC et MITF. Une fois dans le noyau ces FdT reconnaissent des séquences 
d’ADN palindromique (CACGTG) localisées à proximité des gènes cibles (Puertollano et al. 2018).  Les 
4 membres régulent la biogénèse des lysosomes et l’autophagie, mais les plus exprimés et ceux pour 
lesquels la bibliographie est la plus riche, sont TFEB et TFE3 (Puertollano et al. 2018).  Je ne vous 
présente ici que le rôle d’action de TFEB. Sa régulation est complexe et fait intervenir mTORC1 et le 
lysosome (Condon et Sabatini 2019). En effet l’association du complexe mTORC1 au lysosome permet 








Figure 38 : régulation du FdT TFEB par la détection des nutriments et le complexe mTORC1. En présence de nutriments (endocytose) 
des protéines « sensors » comme SLC38A9 et la v-ATPase permettent la détection des a.a. Ceci passe par la modification des GTP des RAG. 
Lorsqu’elles sont associées à un GTP, elles permettent le recrutement de mTORC1. Lorsque mTORC1 est à la membrane du lysosome il 
entraîne la phosphorylation de divers facteurs, dont TFEB et l’inactive et le séquestre dans le cytosol. Cette inhibition de TFEB, entraîne une 
diminution de son effet positif sur la biogenèse lysosomal (Condon et Sabatini 2019). Le recrutement de mTORC1 à la membrane du lysosome 
passe par divers « sensors » comme SLC38A9 et la v-ATPase. Le port que forme SLC38A9 est essentiel pour la détection de l’Arginine 
lysosomal. Ce canal permet à mTORC1 de détecter la présence de cette acide aminé, ceci par la régulation des Rag et Raptor (Wyant et al. 
2017). La v-ATPase interagit avec les sous unités régulatrices de  Rag-B et ragulator et influence, en présence de nutriments, l’acquisition d’un 
GTP sur les Rag-B, ce qui permet le recrutement de mTORC1 (Zoncu et al. 2011) (Condon et Sabatini 2019) ; (Martina et al., s. d.). Illustration 
bilan, issue des publications de Roberto Zoncu (Cambridge-USA) (Zoncu et al. 2011) de Kendall J. Condon (Cambridge-USA) (Condon et 
Sabatini 2019); de Jose A. Martina (Bethesda-USA) (Martina et al., s. d.) et de Gregory Wyant (Cambridge –USA) Raptor (Wyant et al. 2017). 
 
 
La relocalisation de TFEB survient lors des fluctuations du taux de nutriments, et de divers stress que 
subit la cellule. TFEB est sujet à des modifications post-traductionnelles telles que les phosphorylations 
réalisées notamment par : mTOR et ERK (Puertollano et al. 2018). En présence de nutriments mTOR 
(dans le complexe mTORC1) phosphoryle TFEB et limite ainsi sa localisation cellulaire au cytoplasme 
(Condon et Sabatini 2019). Lorsque mTORC1 est inhibé (lors de la détection de LPs par les 
macrophages (Pastore et al. 2016)), TEFB se retrouve dans le noyau, et favorise la biogenèse lysosomale 
et l’expression des sous-unités de la pompe v-ATPase (Puertollano et al. 2018); (Peña-Llopis et al. 
2011).  
Un des acteurs qui permet d’adresser mTORC1 à la membrane du lysosome (et qui permet la 
phosphorylation de TFEB) est la pompe v-ATPase elle-même. Une expérience d’interférence de 
l’ARNm de TFEB par des shRNA entraîne une diminution de l’expression des sous unités de la v-
ATPase (Puertollano et al. 2018). 
L’équipe de Pr. David Sabatini étudie mTOR et ses rôles en physiologie depuis plus de 20 ans. Il a, avec 
Mathieu Laplante, signé une revue sur le rôle mTOR dans le métabolisme cellulaire en 2009 (M. 
Laplante et Sabatini 2009). Dix ans plus tard, il a écrit une nouvelle version des mécanismes de détection 
des nutriments et leurs régulation sur mTOR (Condon et Sabatini 2019). En 10 ans de recherche la 
compréhension de mTOR est devenue plus complexe, avec un adressage au lysosome et l’interaction 
avec différents partenaires protéiques (v-ATPase, SLC38A9), qui ensemble permettent l’activité kinase 




dans le milieu de culture, active les programmes transcriptionnels de l’autophagie ceci promu par la 
translocation de TFEB dans le noyau (Settembre et al. 2011).  
L’adressage de TFEB au noyau et son activité semble être rattachés à un phénotype « pro-M1 » (Pastore 
et al. 2016) ; (M. A. Gray 2016) ou à une privation de nutriments, (Settembre et al. 2011) ou encore à la 
défense contre les infections (Visvikis et al. 2014). A l'inverse, son inhibition serait plutôt pro-tumorale 
(Fang et al. 2017) et ou pro M2 (B. Liu et al. 2018).  
Ce qui est contre intuitif, quand on sait le besoin de la FAO en lipolyse lysosomale impliqué dans la 
polarisation M2. Il semble donc qu’en M2, d’autres FdTs (notamment STAT3 (B. Liu et al. 2018)) sont 
impliqués dans la promotion de l’activité de lipolyse acide du lysosome importante pour le phénotype 
M2 (Viaud et al. 2019). Cette différence d'activité du lysosome entre le M1 et le M2 est soulignée dans 
la publication de Canton et collègues de 2014.  En effet, il existe une forte différence entre le pH du M1 
(acide) et celui du M2 (neutre) dans le phagosome dû à la production de ROS plus importante à 
l’intérieur du phagosome (par la NADPH oxydase) chez le M1, par rapport au M2 (Canton et al. 2014). 
Certains articles soulignent une possible boucle de régulation entre la phosphorylation de TFEB médiée 
par mTORC1 à la surface du lysosome, ce qui inhibe l’expression de la v-ATPase (elle-même impliqué 
dans l’adressage de mTORC1 au lysosome) (Peña-Llopis et al. 2011). Cette régulation est difficilement 
compatible avec le fait qu’en M2 un macrophage utilise la FAO et a donc besoin d’une lipolyse 
lysosomale efficace (S. C.-C. Huang et al. 2014) ; (Viaud et al. 2019).  De plus, une diminution de 
l’activité de TFEB favorise la polarisation vers le M2 (induit par STAT3) (B. Liu et al. 2018). STAT3 
est montré comme interagissant directement avec la v-ATPase ce qui améliore son activité 
d’acidification, ce qui soutient les besoins de FAO, lors de la polarisation M2 (B. Liu et al. 2018). Il 
semblerait donc que la polarisation M2, et leur activité de phagocytose soient indépendantes du facteur 
TFEB. Ceci est appuyé par une publication qui illustre que dans les TAM, dû à la forte présence de 
TGF-β  et lactate, il y a une activation de la kinase ERK1/2, qui phosphoryle donc TFEB, et inhibe son 
action nucléaire (Fang et al. 2017).  
A l’inverse de la polarisation M2, il a été montré que TFEB est impliqué dans la défense anti-infectieuse 
notamment contre Staphylococcus aureus dans le modèle animal de Caenorhabditis elegans (Visvikis 
et al. 2014). Visvikis et ses collègues ont découvert que HLH-30 (l’homologue de TFEB chez les 
mammifères) voit son expression augmentée lorsque C.elegans détecte S. aureus. L’induction de HLH-
30 est nécessaire pour la lutte de l'hôte contre une infection (Visvikis et al. 2014). 
Malgré la distance évolutive évidente qu’il y a entre C.elegans et Homo sapiens, mTORC1 peut jouer 
un rôle dans la réponse immunitaire contre l’infection (en permettant et soutenant la polarisation M1) 
(Haloul et al. 2019). Mais le rôle de mTORC1 dans l’inflammation est à comparer à celui d’autres FdT 




















F. Les facteurs de transcription 
 
I. Les facteurs de transcription de la polarisation M1 
 
 
HIF1α: pour (Hypoxia Inducible Factor). Il est le « master gène » de la régulation de l’angiogenèse par 
l’hypoxie. HIF1 est un hétérodimère composé de HIF1α et HIF1β. Ils ont été initialement découverts 
dans le noyau, en condition d'hypoxie pour promouvoir l’expression du gène codant pour 
l'érythropoïétine (EPO). Dans le noyau HIF se lie à l’ADN au niveau de séquences dites HRE (hypoxia 
response elements). Son rôle dans le noyau participe à la libération de de TGF-β, de métalloprotéase et 
de facteur de croissance comme le VEGF-C (Pugh et Ratcliffe 2003). HIF1α dans les macrophages est 
impliqué dans la polarisation M1 et la réponse inflammatoire (Tannahill et al. 2013). En effet sur les 
sites inflammatoires, HIF1α est stabilisé, par divers éléments : le NO, Le succinate, la diminution de la 
pO2. Le NO inhibe les prolyl-hydroxylases (PHDs), ce qui entraîne la dégradation de HIF1α. Le NO est 
produit en grande quantité par l’iNOS (elle-même positivement régulée par le FdT NFκB dont je parlerai 
un peu plus tard) présent chez les macrophages inflammatoires. HIF1α est aussi retrouvé dans la réaction 
inflammatoire (bactéricide via la production de NO) et la polarisation M1 (via l’initiation de la glycolyse 
en aérobie) (Peyssonnaux et al. 2005; Tannahill et al. 2013; Viola et al. 2019; Düvel et al. 2010; Chandel 






















Figure 39: Rôle du FdT HIF1α dans la polarisation M1 du macrophage au cours de la réponse inflammatoire. Lors de la polarisation 
M1, les altérations métaboliques, le CK brisé, et l’augmentation de la glycolyse), la production de ROSm, l’activité des iNOS entraînent la 
production de NO.  Ce dernier peut exercer une activité bactéricide propre (nitrosylation) mais aussi entraîner la stabilisation du facteur HIF1α 
qui peut alors aller dans le noyau pour promouvoir une plus ample réponse inflammatoire, par l’expression de cytokines (IL-1β et TNFα). 
Illustration bilan issue de Carole Peyssonnaux (California-USA) (Peyssonnaux et al. 2005); (GM Tannahill Dublin) (Tannahill et al. 2013); 
Navdeep Chandel (Chicago-USA) (Chandel et al. 2000); Inmaculada Martínez-Reyes (Chicago –USA) (Martínez-Reyes et Chandel 2020); 
Antonella Viola  (Padova-Italie) (Viola et al. 2019); Liangchun Yang (Hunan – Chine) (L. Yang et al. 2014).  
 
 
IRF5: pour “Facteurs régulateur de l'interféron”. Il fait partie d’une famille composée de 9 membres qui 
furent découverts à la fin des années 1980 lors des recherches sur l’interféron de type I. Tous possèdent 
un domaine de liaison à l’ADN en C-terminal. Ce domaine de liaison à l’ADN reconnaît les séquences 




correspondent à la séquence ANGAAANNGAAACT (Tamura et al. 2008) ;(Lawrence et Natoli 2011). 
IRF5 est majoritairement cytoplasmique, il est phosphorylé lors de la reconnaissance d’une infection 
virale suivant l’activation des TLRs et la transduction du signal via MyD88 (Takaoka et al. 2005). Cette 
phosphorylation lui permet d’être adressée directement au noyau, où il induit l’expression de cytokines 
inflammatoire (IL-12p40, IL-6, et TNF-α) (Tamura et al. 2008) ;(Takaoka et al. 2005). Il participe donc 
à la polarisation M1, tout en réprimant les transcrits de type M2 (promeut l’expression de l’IL-12 et 
inhibe l’expression de l’IL-10) (Krausgruber et al. 2011). De plus, des polymorphismes sur le gène d'Irf 
5 sont associés à plusieurs maladies auto-immunes (Lawrence et Natoli 2011). Les animaux Irf5-/- sont 
résistants face aux endotoxines, ce qui souligne le rôle prépondérant de ce FdT dans la réponse 
inflammatoire (Krausgruber et al. 2011). En effet IRF5 induit l’expression des gènes inflammatoires 
comme TNFα, IL-6, IL-12 et IL-23.  
 
 
NFκB (pour Nuclear factor-κB (NF-κB)) fait partie d’une famille de FdT composée de 5 membres. (NF-
κB1 (ou p50) ; NF-κB2 (ou p52), RelA (ou p65), RelB,  c-Rel (qui porte le domaine de liaison à l’ADN) 
(T. Liu et al. 2017). Ce FdT est le « master gene » de la réponse immune adaptative et innée. De plus, il 
est aussi le médiateur de la réponse inflammatoire, en induisant l’expression de très nombreux gènes 
pro inflammatoires (T. Liu et al. 2017). Dérégulée, la voie NF-kappaB entraîne des altérations 
pathologiques de l’inflammation. NF-κB est normalement séquestré dans le cytoplasme grâce à sa 
liaison inhibitrice avec IkB. L’activation NF-κB implique deux voies d’activation, une canonique, et 
une autre non-canonique (que je ne vais pas présenter ici du fait de sa faible contribution dans la réponse 
inflammatoire par rapport à la voie d’activation dite canonique). La voie canonique NF-κB, suite à la 
liaison de divers peptides à leurs récepteurs (TNFR, TLR ou IL-1beta) entraîne la dégradation, via le 
protéasome, du partenaire inhibiteur IkB. Ceci aboutit à une rapide et transitoire relocalisation de NF-




STAT1 : (pour Signal Transducers and Activators of Transcription) fait parti d’une famille composée 
de 7 membres (Ihle 2001). Tous les membres de cette famille possèdent un domaine SH2 (src-homology 
2) qui permet la liaison à des phosphotyrosines. Ce domaine, une fois phosphorylé (par divers acteur de 
la signalisation en aval du récepteur à l’IFNγ) permet aux protéines STAT de se dimériser (en 
homodimère ou hétérodimère) et de façon concomitante d’entrer dans le noyau où il se lie aux séquences 
activatrices présentent sur les promoteurs des gènes NOS2, CMHII et IL12b entre autres (Lawrence et 




II. Les facteurs de transcription de la polarisation M2 
 
LXRs pour (Liver X receptor) existe sous 2 isoformes les LXRs (LXRα et LXRβ), avec plusieurs 
séquences communes et elles reconnaissent les mêmes ligands (Hong, s. d.). LXRα est exprimé dans les 
tissus et cellules métaboliquement actives comme les hépatocytes, les entérocytes, les adipocytes, et les 
macrophages. Alors que LXRβ est exprimé de façon ubiquitaire (Hong, s. d.). Leur activité de 
transcription nécessite leur hétérodimérisation avec RXRs (retinoid X receptors). La liaison de cet 
hétérodimère à l’ADN est médiée par les zones LXRE (LXR response element) qui sont des répétitions 
de (AGGTCA) séparés par 4 nucléotides (Hong, s. d.). L’activation de sa voie (par l’utilisation d’un 
agoniste (T0901317 and GW3965) atténue la progression de l’inflammation et entraîne l’arrêt de la 
migration des neutrophiles (D. G. Thomas et al. 2018).  Cet arrêt de migration est associé à un efflux de 
cholestérol qui diminue le recrutement des monocytes lors d’une péritonite. Par un ATAT-Seq 




l’accessibilité des « henencers » qui régulent les gènes de l’inflammation  (D. G. Thomas et al. 
2018).  Les mêmes effets ont été observés lors de l’étude de LXR sur l'inflammation intestinale. Le 
traitement avec des agonistes de LXR réduit la perte de poids au cours des colites inflammatoires 
induites par un traitement au DSS (Dextran sulfate sodium) (Yu et al. 2016). A noter que l’utilisation 
de l’agoniste de LRXα (T0901317) entraîne une stéatose hépatique (Yu et al. 2016). D’autres études se 
sont donc intéressées au foie et le rôle de LXR lors de la survenue du NASH. Seidman et ses collègues 
ont publié que lors du NASH, les KC subissent un remaniement génétique profond, qui altère leur 
identité et conduit à leur mort (Seidman et al. 2020). La niche hépatique, après la mort de KC est investie 
par les monocytes dérivés du sang, qui une fois dans le foie acquièrent un épigénome, un transcriptome 
et des fonctions cellulaires qui convergent avec celui des KC (Seidman et al. 2020). Cette altération de 
l’identité des KC est en partie due à LXRα et ATF3 qui participent au phénotype altéré des KC dans le 
NASH (Seidman et al. 2020). LXR est aussi impliqué dans l’élimination des ACs par les macrophages 
et l'immuno tolérance (A-Gonzalez et al. 2010). L’efférocytose induit l’expression de LXR, qui favorise 
l’expression de MerTK (A-Gonzalez et al. 2010). Les animaux LXR-/- dans les macrophages présentent 
une inflammation augmentée par rapport aux WT, et une efférocytose dépendante de MerTK diminué 
(A-Gonzalez et al. 2010). Le traitement avec un agoniste du LXR diminue la réponse inflammatoire, 
dans un modèle souris de Lupus chez la souris (A-Gonzalez et al. 2010). 
De façon générale, LXRα est donc un fdT qui favorise la polarisation M2 par la diminution de 
l’inflammation et du recrutement des neutrophiles, mais aussi en favorisant l’éfférocytose.  
 
 
PPAR-γ pour “Peroxisome Proliferator Activated Receptor.” Chez les mammifères il y a 3 sous-types 
de PPAR ( PPARα PPARγ PPARδ) (Chawla 2010). PPAR-γ est un “master gene" dans la régulation du 
métabolisme lipidique dans le macrophage et inhibe le phénotype M1 par divers mécanismes dont la 
transrepression du facteur NF-κB (Lawrence et Natoli 2011). L'expression de PPAR-γ est induite dans 
les macrophages par l’action d’IL-4 et IL-13 (Ricote et al. 1998). La délétion de PPARγ dans des 
macrophages, entraîne une diminution de 50 à 70% de la capacité à éliminer les ACs. L’efférocytose 
entraîne l’expression de PPARγ et de LXRs qui permettent ensemble un switch de polarisation vers un 
état M2 (Chawla 2010). PPARγ et LXR permettent la détection et l’élimination des ACs. PPARγ par 
son effet positif sur l'élimination des ACs, place l’efférocytose en faveur des macrophages M2 (Chawla 
2010). Cependant l’élimination des cellules nécrotiques (inflammatoires) ou l’élimination des cellules 
opsonisées semble ne pas être influencée par l’absence ou la présence de PPARγ. Ce qui suggère que 
l’efférocytose, n’est qu’une des façons que possèdent les macrophages, pour éliminer les débris 
cellulaires, ou autres pathogènes (Pastore et al. 2016; M. A. Gray 2016). Ce qui sous-entend que la 
phagocytose, et l’élimination du matériel dans le phagosome sont des mécanismes à la fois présents chez 
les M1, et les M2. Toutefois les FdT qui les régulent sont eux, certainement différents.  
 
 
STAT6: est un FdT induit par IL-4 et IL-13. STAT6, est déclenché par la voie de l’IL-4 et augmente 
l’expression d’IRF4. L’absence d’IRF4 diminue le profil M2 des macrophages (Satoh et al. 2010). 
(Tugal, Liao, et Jain 2013). L’IL-4 et l’IL-13 induisent la polarisation M2 et celle-ci passe par l’axe 
JAK-STAT6 (Lawrence et Natoli 2011). STAT6 régule l’expression de plusieurs gènes M2 comme 
Arg1, le récepteur au mannose (Mrc1 ou CD206), Fizz (aussi connu comme Retnla) et (Lawrence et 
Natoli 2011). Il existe aussi un lien d’exclusion mutuelle entre STAT6 et STAT1 dans la polarisation 
des macrophages et le phénotype M1 et M2. STAT6 est retrouvé associé à PGC1β dans la publication 
de Vast et collègue, de 2006. Dans cette étude publiée dans “Cell Metabolism" ils démontrent, dans des 
macrophages, qu'une polarisation M2 (induite par l’IL-4) entraîne une activation des gènes réponses 
dépendants du couple de FdT STAT6/PGC1β. Cette activation génique permet d'induire la FAO et la 






Les GCR pour récepteurs aux glucocorticoïdes. Il existe 2 isoformes (GCRα et GCRβ). Les 
glucocorticoïdes libérés par les glandes surrénales en réponse à divers stress, comme la douleur, le jeune, 
et les variations de température (Tugal, Liao, et Jain 2013). En condition physiologique, les GCs 
circulent de façon circadienne et participent au maintien des fonctions homéostatiques (Tugal, Liao, et 
Jain 2013). Les M2c sont induits en réponse aux GCs et sont impliqués dans l’efférocytose, la 
cicatrisation et la résolution de l’inflammation (Martinez et Gordon 2014). Le traitement aux GCs chez 
l’Homme, limite les dommages tissulaires et augmente la phagocytose des débris cellulaires. Ce résultat 
est confirmé par la publication d’Ehrich et collègues. On traitement aux GCs sur des macrophages 
différenciés à partir de sang de donneurs volontaires a permis de démontrer que les macrophages ont 
une surexpression des marqueurs anti-inflammatoires (IL-4, IL-10) associés à une diminution des gènes 
inflammatoires (IL-1, IL-6, and TNF-α). L’activation des R-GC inhibe la voie du TRL4 en inhibant 
NFκB afin d’inhiber les signaux inflammatoires. Dans le cas de NFκB, les R-GC actifs se lient à p65 ce 
qui empêche la formation du complexe NFkB–IRF3 (Ogawa et al. 2006). In vitro sur des cellules J774 
(macrophages, monocytes), les auteurs montrent que l’hydrocortisone entraîne une inhibition de la 

















Figure 40 : Les signaux et régulation des facteurs de transcription dans la polarisation des macrophages M1 et M2.  Les voies de 
polarisation des M1 et M2, commencent par la détection d’un stimulus. Ce signal va entraîner l’activation de FdT séquence spécifique qui va 
entraîner des modifications du transcriptome. Les gènes les plus caractéristiques de la polarisation M1 et M2 sont représentés. Illustration 
adaptée de la publication de Toby Lawrence (Marseille, France) (Lawrence et Natoli 2011) Ajay Chawla (Stanford –USA) (Chawla 2010), 
Noelia A-Gonzalez  (Las Palmas-Espagne) (A-Gonzalez et al. 2010) Cynthia Hong (Los-Angeles - USA) (Hong, s. d.). 
 
 
La polarisation des macrophages dépend de signaux de l’environnement et de la transduction de ce 
dernier jusqu’à activé un FdT, du métabolisme cellulaire et de la dynamique et paysage chromatinien.  
L’ARN polymérase II (Pol II) transcrit l’ADN en ARNm avec l’aide de divers facteurs. La transcription 
est divisée en 3 phases, l’initiation (reconnaissance et la liaison de la Pol II au promoteur du gène) puis 
l'élongation qui est la phase de synthèse de l’ARNm et enfin la terminaison qui consiste en la libération 
de l’ARNm transcrit par la Pol II. La régulation de l’expression génique est essentielle pour avec une 
fonction cellulaire physiologique. La Chromatine, qui permet la compaction de l’ADN, régule aussi son 
accessibilité. La dynamique des nucléosomes (un octamère d’histones composé de deux fois :H2A, 
H2B, H3 et H4) et leurs échanges permet de déstabiliser leur liaison à l’ADN. Les FdTs dans le noyau 
se lient à leur site sur des séquences dépourvues de nucléosomes. Néanmoins une part non négligeable 
de la dynamique chromatinienne et donc de la régulation de la transcription est due aux protéines non-
histones présentes dans le noyau (Glozak et al. 2005). Parmi ces protéines non histones, soumises aux 
modifications post-traductionnelle des HAT et HDAC, on retrouve les fdTs eux-mêmes comme STAT3, 




G. HMG (HMG Protéines et sa famille) 
 
 
I. Structure de la super famille des protéines d’HMG 
 
Les protéines HMG (High Mobility Group) sont des protéines nucléaires non histones de faible 
poids moléculaire (10-30 kDa) découvertes dans les années 1970. Leur nom vient du fait qu’elles 
possèdent 50% d’acides aminés chargés, ce qui leur confère une grande mobilité électrophorétique  
(Goodwin, Sanders, et Johns 1973). Les protéines HMG regroupent différentes superfamilles : HMGA, 
HMGN et HMGB 
 
1. HMGBA (A/T hook Motif) 
 
La famille des High Mobility Group protein A (HMGA) (Lund et al. 1983) comporte 4 membres : 
HMGA1(a, b, c) et HMGA2. L’expression de ces deux gènes est principalement embryonnaire, puis 
diminue au cours de la maturation des tissus. Les protéines HMGA possèdent 3 domaines « A-T hook ». 
Ces motifs chargés positivement (Pro-Arg-Gly-Arg-Pro) lui confèrent la capacité d’interagir de façon 
« conformation dépendante » avec le petit sillon de l’hélice d’ADN. L’état de phosphorylation de 
résidus sérine ou thréonine est un moyen d’influencer l’affinité de sa liaison à l’ADN. Lorsque HMGA 
est phosphorylée il devient anionique et son affinité de liaison à l’ADN diminue. Au contraire, une hypo-
phosphorylation augmente l’affinité d’HMGA pour l’ADN (Diana et al. 2001).  
Rôle des protéines HMGA1 dans la constitution de « l’enhanceosome » : il s’agit du complexe 
d’assemblage des éléments cis régulateurs, qui entrainent les modifications locales de la chromatine 
enfin de recruter l’ARN polymérase II au promoteur d’un gène. La formation ou la destruction de 
l’enhanceosome est en partie régulée par l’acétylation de deux lysines d’HMGA1 : l’acétylation de la 
lysine 71, associée à la formation de l’enhanceosome, et l’acétylation de la lysine 65, associée à la 
destruction du complexe nucléoprotéique. Les HMGA peuvent donc être considérées comme des 
coactivateurs pangénomiques de la transcription.  
 
 
2. HMGN (Nucleosomale Binding Domain (NBD)) 
 
La superfamille des High Mobility Group N (HMGN) présente uniquement chez les vertébrés se 
compose de 6 membres : HMGN1, HMGN2, HMGN3 (a, b), HMGN4 et HMGN5. Les HMGN sont 
exprimés dans les tissus embryonnaires et les cellules souches (Crippa, Nickol, et Bustin 1991) ; 
(Furusawa et al. 2006; Lehtonen et Lehtonen 2001; Kugler et al. 2013). Ils présentent deux NLS 
(Nuclear Localization Signal), un NBD (Nucleosome Binding Domain), et un RD (Regulatory domain) 
chargé négativement présent en C-Terminal.  Leur principale fonction est de participer à la structure de 
la chromatine en se liant au nucléosome via leur NBD.  Le nucléosome est l’unité de base de la 
chromatine, chaque nucléosome est constitué de 147 paires de base d’ADN enroulées autour d’un 
octamère d’histones contenant deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4. En fonction des 
modifications post-traductionnelles qu’ils présentent, ils participent à l’état de compaction ou 
décompaction de la chromatine. HMGN favorise l’ouverture de la chromatine donc la transcription et/ou 
la traduction HMGN est considéré comme un coactivateur translationnel pangénomique.  La liaison 
HMGN : nucléosome est régulée par des modifications post-traductionnelles. L’acétylation d’HMGN 
sur les résidus lysine diminue son affinité au nucléosome. De la même façon, la phosphorylation des 






3. HMGB (MBG-box) 
 
 
3.1 HMGB2, HMGB3, HMGB4 
 
Les High Mobility Group Box protéines (HMGB) sont composés de 4 membres : HMGB (1, 2, 
3 et 4) Tous les HMGB présentent au moins 2 motifs “HMG Box” de liaison à l’ADN appelé Box-A et 
Box-B. Chacun de ces domaines se lie à l’ADN sans reconnaître de séquence précise.  
HMGB1, 2, 3 présentent une queue acide en C-Terminal alors qu’HMGB4 n’en possède pas  (J. 
O. Thomas et Travers 2001). Cette partie acide peut servir d’ancrage à diverses protéines nucléaires. De 
toutes les protéines HMGB, c’est la protéine HMGB1 qui présente suite à sa délétion complète le 





Elle est la protéine non histone la plus abondante du noyau. Dans les cellules mammifères 
HMGB1 représente 106 molécules par noyau. La séquence de cette protéine est conservée au cours de 
l’évolution. Elle présente 100% d’homologie entre la souris et le rat, et 99% d’homologie entre la souris 
et l’Homme (Ferrari et al. 1994; Gariboldi et al., s. d.). HMGB1 est extrêmement mobile, elle s’exporte 
du noyau vers le cytoplasme en moins de deux secondes (Phair et al. 2004; Sapojnikova et al. 2005). 
Divers articles suggèrent qu’HMGB1 peut aussi aller dans la mitochondrie (Stumbo et al. 2008; Kang 
et al. 2011) (sans pour autant avoir de signal d’adressage à la mitochondrie), ou encore dans le lysosome 
(Gardella et al. 2002). HMGB1 est essentiel pour la survie. En effet, les animaux présentant une délétion 
constitutive et totale du gène Hmgb1 (Hmgb1-/-) ont un phénotype létal dû, notamment, à une sévère 
hypoglycémie post-natale (Calogero et al. 1999). 
 
1. La structure moléculaire 
 
Grâce à ses deux sites de liaison à l’ADN de 80 acides aminés : les boîtes HMG (ou HMG Box) 
A et B. HMGB1 comportent deux séquences de nucléarisation (NLS) riches en lysines localisées entre 
les acides aminés 28 à 44 (NLS1) et 179 à 185 (NLS2). La partie C-terminale de la protéine est composée 
d’une queue acide mobile de 30 acides aminés, principalement composée d’acides aspartique et 
glutamique. HMGB1 présente aussi une NES (Nucléaire Export Signal) dont la séquence exacte n’est 
pas encore identifiée mais est située dans les box A et B.  
En plus de sa fonction nucléaire HMGB1 joue un rôle prépondérant au niveau extracellulaire dans 
l'inflammation et l’immunité. L'exportation d’HMGB1 hors de noyau se fait par diverses modifications 











2. Les modifications post-traductionnelles d’HMGB1 
 
 
Figure 41 : Bilan des modifications post-traductionnelles d'HMGB1. HMGB1 est codée par les exons 2, 3, 4 et 5. Les modifications post 
traductionnelles sont majoritairement situées dans la A-Box et en amont de la queue acide. Le pont disulfure formé entre les cytosines 23 et 




2.1. La méthylation  
 
A ce jour, une unique méthylation a été décrite. Le site de méthylation se situe dans la NLS1 au 
niveau de la Lysine 42. Dans les neutrophiles, cette lysine est monoéthylène (Ito, Fukazawa, et Yoshida 
2007) et cette modification entraîne une relocalisation de la protéine vers le noyau. Le transport se fait 
par diffusion passive au travers des pores nucléaires grâce au petit poids moléculaire d’HMGB1 (25 
KDa). 
 
2.2. La phosphorylation 
 
Lors de l’activation de cellules immunes par le TNF-α, HMGB1 est phosphorylée au niveau de 
la NLS1 ce qui inhibe l’interaction entre HMGB1 et l’importine KAP-α1 (Youn et Shin 2006) 
permettant une relocalisation cytoplasmique et à terme une orientation vers les voies sécrétoires. La 
phosphorylation se fait sur trois résidus sérine localisés dans la NLS1 : les serines 34, 38 et 41 via 
l’action de la PKC.  Quand les cystéines 23 et 45 sont phosphorylées, elles forment un pont disulfure 
autour de la NLS1, sans impacter la localisation cellulaire de HMGB1 (Venereau et al. 2012). En 
revanche, la phosphorylation de la cystéine 106, située dans la box-B entraîne une relocalisation 







2.3. La glycolysation et l’ADP-ribosylation  
 
HMGB1 possède trois asparagines glycosylables en position 37, 134 et 135. Cette glycosylation 
constitue un prérequis pour sa sécrétion suite à un stimulus pro-inflammatoire. De plus, cette 
modification post-traductionnelle protège HMGB1 de la dégradation par le protéasome. La Poly(ADP)-
ribosylation (PAR) de HMGB1 est médiée par la Poly(ADP)-ribose Polymerase-1 (PARP-1) 
(Ditsworth, Zong, et Thompson 2007). L’action de cette enzyme se fait sur des résidus à ce jour inconnus 
mais probablement situés dans la boîte HMG-A et la queue acide. Cette modification relocalise HMGB1 
dans le cytoplasme et rejoint les voies de sécrétion. 
 
 
2.4. L’acétylation  
 
En réponse à l’acétylation des lysines, HMGB1 est transloqué du noyau vers le cytoplasme pour 
être sécrété. Cette modification post-traductionnelle se fait sur des résidus lysine particuliers, localisés 
proche des NLS : les lysines 27, 28 et 29 (proches de la NLS1) et les lysines 182, 183, 184,185 (proches 
de la NLS 2). Les modifications se font principalement par les histones-acétyle transférase CBP, PCAF 
et p300 (Bonaldi 2003) sous le contrôle de la voie JAK/STAT 1. Ces acétylations sont éliminées par les 
désacétylases SIRTUIN1 (Rabadi et al. 2015) et HDAC1/HDAC4 (Evankovich et al. 2010). Les 
nombreuses modifications post traductionnelles vont permettre d’orienter HMGB1 vers la voie 




3. Le rôle nucléaire 
 
En physiopathologie HMGB1 nucléaire participe à plusieurs processus. 
 
 
HMGB1 régule la recombinaison V(D) J :  
Il s’agit d’une recombinaison site-spécifique permettant de créer une grande diversité de T-Cell 
Receptor (TCR) et d’immunoglobulines (Ig) et cette recombinaison se fait par les recombinases RAG 
(Recombination Activating Gene). Bien que les RAG soient suffisantes pour induire la recombinaison, 
HMGB1 est nécessaire pour stabiliser le complexe RAG:ADN (Little et al. 2013).  
 
 
HMGB1 régule la traduction :  
Il permet la décompaction de la chromatine : HMGB1 peut déstabiliser le nucléosome. En effet, 
il existe une interaction entre la queue acide d’HMGB1 et la partie N-Terminal de l’histone H3 (Watson 
et al. 2014), cette interaction va entraîner l’ouverture de la chromatine et la déstabilisation du 
nucléosome. En cas d’inhibition de l’expression d’HMGB1, l’activité transcriptionnelle du récepteur 
aux œstrogènes est drastiquement diminuée (Joshi et al. 2012). Dans ce cas précis, HMGB1 joue le rôle 










HMGB1 régule la liaison des facteurs de transcription : 
 Il permet aux récepteurs nucléaires tels que les récepteurs à NFκB, SREBP et p53 de se lier à 
leur site sur l’ADN. HMGB1 pourrait interagir directement avec SREBP1 et SREBP2 et augmenterait 
leur activité transcriptionnelle (Najima et al. 2005). HMGB1 pourrait interagir aussi avec la protéine 
p53, dans ce cas, leur interaction inhibe l’adressage de p53 vers le noyau ce qui empêche l’expression 
de ses gènes cibles (Livesey et al., s. d., 201). Mais une fois dans le noyau HMGB1 peut aussi 
directement faciliter l’interaction entre p53 et l’ADN en modifiant l’organisation spatiale des sites de 
liaison de p53 (McKinney et Prives 2002). HMGB1 a donc un effet opposé sur la transcription 
dépendante de p53 en fonction du lieu, où ce couple de protéines se retrouve.  
 
HMGB1 régule la stabilité génomique : 
Chez les mammifères, la stabilité du génome est notamment assurée par la présence de 
télomères à l’extrémité des chromosomes. Ces séquences sont synthétisées par la télomérase. Dans un 
modèle de MEFs (Mouse Embryonics Fibroblast)  Hmgb1-/- l’instabilité génomique est augmentée et 
l’activité de la télomérase est divisée par 3 (Polanská et al. 2012). Lors de dommages à l’ADN, HMGB1 
participe à la modification et réparation de la chromatine. Son absence dans des MEFs Hmgb1-/- 
sensibilise ces dernières à l’irradiation (Lange, Mitchell, et Vasquez 2008). Dans un contexte 
physiopathologique suite à une endotoxémie les pro-monocytes (THP-1) humains subissent un 
remodelage de leur chromatine par le binôme HMGB1 :H1 afin de réprimer l’expression du gène de 
TNF-α (El Gazzar et al. 2009).  
 
 
4. Le rôle cytoplasmique et extracellulaire 
 
En 1979, lors de l’utilisation d’anticorps spécifiques d’HMG1, Michael Bustin et Natasha 
Neihart rapportent un marquage positif dans le cytoplasme (Bustin et Neihart 1979). Cette étude suggère 
pour la première fois un possible rôle extranucléaire pour HMGB1. Menenmies et collaborateurs 
identifient en 1991 un premier rôle cytoplasmique d’HMGB1(Merenmies et al. 1991). Depuis, la 




4.1. La sécrétion d’HMGB1 
 
 
HMGB1 est libéré dans le milieu extracellulaire de différentes façons. 
 
 
Une sécrétion passive : HMGB1 est libéré dans le milieu extracellulaire lorsqu’il y a lésion 
cellulaire. Lors d’un événement nécrotique, l’intégrité de la membrane plasmique des cellules est 
altérée. Le contenue nucléo-cytoplasmique est alors déversé hors de la cellule. A ce moment-là, HMGB1 
est un signal d’activation pour le système immunitaire inné, et joue le rôle de DAMPS (Scaffidi, Misteli, 
et Bianchi 2002).  
Une sécrétion active : HMGB1 est activement sécrété pas les cellules immunes activées. En 
effet, suite à une stimulation (LPS, TNF-α ou IL-1) les cellules immunes s’activent et finissent par 
sécréter de façon tardive HMGB1. Il est un acteur tardif de la réponse immunitaire innée : la sécrétion 
de HMGB1 in vivo atteint son maximum 15 heures après l’induction d’un choc septique par le LPS (Ulf 
Andersson et Tracey 2011; L. Yang et al. 2014; Lu et al. 2012; Yanai et al. 2013; Gunasekaran et al. 




qui sont augmentées au cours de deux premières heures (H. Yang et Tracey 2010). HMGB1 dans le 
milieu extracellulaire (DAMPs) stimule la synthèse de TNF-α, d’IL-1β et d'IL-6 sans entraîner 
d’augmentation d'IL-10 dans les monocytes du sang humain (U. Andersson et al. 2000). N’ayant pas de 
séquence signal permettant sa sécrétion HMGB1 est sécrété par une voie non canonique : la voie des 
lysosomes sécrétoires (Gardella et al. 2002). Il s’agit de vésicules sécrétoires issues du réseau trans 
golgien. Elles sont principalement retrouvées dans les macrophages et ostéoclastes. 
La fusion de ces particules avec la membrane plasmique permet l’exocytose, ce mécanisme est régulé 
par les flux intracellulaires de calcium.  
 
La sécrétion de HMGB1 se fait donc en deux temps : 
 
 
1/ Export du noyau au golgi : Par acétylation de résidus au niveau de la NLS1 et NLS2 de 
HMGB1 (Lu et al. 2014, 1). En fonction de son statut d’acétylation, on peut déterminer la voie de 
sécrétion utilisée. Une hyper-acétylation signera une sécrétion par les cellules immunes activées après 
un challenge inflammatoire. 
 
 
2/ Transport du golgi à la membrane plasmique : La sécrétion active de HMGB1 a longtemps 
été considérée comme exclusive aux cellules immunitaires. Cependant, suite à une stimulation au TNF-
α, une lignée cellulaire d’adipocytes murins en culture (3T3-L1) sécrète activement HMGB1 de façon 
dose dépendante via un mécanisme impliquant la voie des JNK (Shimizu et al. 2016). Une étude clinique 
montre que HMGB1 (DAMPS) est libéré après une ischémie/reperfusion du foie (van Golen et al. 2019). 
L’étude montre que grâce à un agent antioxydant (MitoQ) ils parviennent à diminuer de 50% la 
libération de HMGB1 corrélé à une diminution de la nécrose hépatique et de la production de cytokines 
foie  (van Golen et al. 2019). 
 
4.2. HMGB1 active les cellules immunitaires 
 
Une fois dans l’espace extracellulaire, HMGB1 va pouvoir activer les cellules inflammatoires innées, 
notamment les macrophages (U. Andersson et al. 2000) et les neutrophiles (Tadie et al. 2013) en se liant 
sur des récepteurs classiques de l’immunité. De plus, HMGB1 mature les DCs en un phénotype 
inflammatoire, identique à celui induit par les lymphocytes Th1, ceci via son domaine HMG Box B 
(Messmer et al. 2004). La libération HMGB1 est retrouvée dans plusieurs maladies, comme celle de 
l’intestin irritable (Zhu et al. 2015). 
 
RAGE : pour “Receptor for Advanced Glycosylation End-products” est un récepteur 
membranaire de 35 kDa appartenant à la famille des immunoglobulines. La partie C terminale se 
compose d’une partie intracellulaire responsable de l’activation du FdT NFκB, dans les cellules 
immunes, par un mécanisme RAS-p38 MAPK dépendent. RAGE peut lier des ligands très divers tels 
que les produits de glycation avancés (AGE), HMGB1 (Kokkola et al. 2005) ou des alarmines de type 
S100A et S100B. Une forme soluble de RAGE existe, dûe à un épissage alternatif de l’ARN messager, 
on parle alors de Soluble RAGE (sRAGE) (Sárkány et al. 2011). Ce récepteur soluble permettrait de 
bloquer l’interaction entre RAGE et ses ligands, en particulier HMGB1, inhibant ainsi l’activation des 
cellules immunes (J. Zhang et al. 2017).  
TLR4 : pour “Toll Like Receptor 4” appartient à la super famille des TLR. En 1997, Medzhitov 
et ses collaborateurs identifient le TLR4 chez l’Homme, puis en 1999 le ligand prototypique est 
identifié : il s’agit du LPS bactérien (Medzhitov et Janeway, Jr 2000). Depuis, une vingtaine de ligands 
ont été identifiés et notamment HMGB1. Suite à son activation le TLR4 va induire deux types de 
réponses :  
1/ Une réponse précoce, Myd88-NFκB dépendant, conduisant à la production de TNF-α.  




Lors d’une infection bactérienne, la liaison entre HMGB1 et le TLR4 des neutrophiles provoque la NETs 
(Neutrophils Extracellular Traps). La formation de ces filets d’ADN est sous la dépendance du TLR4. 
Ainsi, l’apparition des NETs peut être médiée par le LPS ou HMGB1 (Brinkmann 2004). 
 
 
TLR9 : Le “Toll Like Receptor 9” découvert en 2000 lie les îlots CpG (Cytosine - Phosphate - 
Guanine) de l’ADN (Hemmi et al. 2000). La reconnaissance d’îlots CpG par le TLR9 signe soit une 
nécrose cellulaire, soit une infection bactérienne. La voie de signalisation du TLR9 passe par NFκB et 
aboutit à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou le TNF-α. Dans l’espace 
extracellulaire, HMGB1 est lié aux îlots CpG de l’ADN nucléaire et sa présence potentialise la liaison 
de de l’ADN sur le TLR9 ainsi que la production de cytokines par les macrophages (J. Tian et al. 2007). 
L’activation de TLR9 induit la sécrétion active de HMGB1 par les cellules dendritiques ou les 
macrophages.  
Dans leur étude, Tian et al. rapportent que les effets intracellulaires de la détection des îlots CpG 
sont médiés par une coopération entre le TLR9 et RAGE (J. Tian et al. 2007). Les études montrent une 
action synergique des récepteurs TLR4 et RAGE dans l’induction de la réponse immunitaire. Tout se 
passe comme si HMGB1 servait à activer de multiples récepteurs de l’immunité en réponse à un stimulus 
unique, potentialisant ainsi la réponse immunitaire induite. Dans ce modèle, HMGB1 est une protéine 
« scaffold » extracellulaire. 
 
4.3. HMGB1 fait partie du SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) 
 
Lorsqu’une cellule entre en sénescence, elle libère activement HMGB1 de son noyau. Il se 
retrouve alors dans le cytoplasme, où il sera alors pris en charge pour être sécrété. La perte d’HMGB1 
dans le noyau entraîne des modifications de la conformation chromatinienne à la base du programme 
transcriptionnel de sénescence chez des HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Sofiadis 
et al. 2019). Au cours de la sénescence, il est montré que le nombre de nucléosomes diminue (Celona et 
al. 2011). Il est alors émis comme hypothèse qu’HMGB1 participe à l’assemblage du nucléosome et à 
leur maintien. Dans des MEFs Hmgb1-/- Celona et collègues ont observé une diminution accentuée du 
nombre de nucléosomes au cours du temps par rapport à des MEFs WT diminue (Celona et al. 2011). 
La diminution du nombre de nucléosomes augmente la sensibilité de l’ADN face aux dommages, et 
altère l'expression relative de 10% du génome diminue (Celona et al. 2011). Les cellules sans HMGB1 
sont plus sensibles à l’ionisation par radiation.  
 
4.4. HMGB1 et son rôle dans l’autophagie/mitophagie 
 
Tang et collaborateurs ont mis en évidence un rôle d’ HMGB1 dans l’autophagie (D. Tang et 
al. 2010). Lors d’un stress dans des lignées de cellules tumorales, HMGB1 subit un export nucléo-
cytoplasmique. Une fois dans le cytoplasme, HMGB1 participe à la dissociation du complexe inhibiteur 
de l’autophagie BCL2:Beclin-I et promeut la mitophagie et autophagie (Daolin Tang et al. 2011; Y. 
Tang et al. 2016). Cette promotion de l’autophagie protège la cellule contre l’accumulation de 
mitochondries altérées, et prévient de la surproduction de ROSm (Pickles, Vigié, et Youle 2018; Kang 
et al. 2011). La régulation de la mitophagie par HMGB1 serait aussi due à son rôle positif dans la 
transcription du gène codant pour la protéine Heat Shock Protein beta-1 (HSPB1). HSPB1 interagit avec 
le cytosquelette d’actine et participe à la constitution des vésicules de l’autophagie. La perte de l’une de 
ces deux protéines dans des MEFs induit phénotype identique, caractérisé par un réseau mitochondrial 
fragmenté et des OXPHOS diminuées (Kang et al. 2011). Ainsi dans ce modèle in-vitro, HSPB1 et 
HMGB1 régulent le contrôle qualité des mitochondries (Daolin Tang et al. 2011) (Voir figure 39).  
Des publications montrent qu’un défaut d’autophagie dans les macrophages (LC3B-/- ou Beclin 1-/- ou 
Atg16-/-) induit une augmentation des sécrétions des inflammatoires dépendantes de l’inflammasome 




mitochondries altérées (dû à un défaut d'autophagie) provoque l’activation de l’inflammasome. Les KO 
(LC3B-/- ou Beclin 1-/- ou Atg16-/-) dans le macrophage sensibilisent les animaux face aux chocs 
septiques (Nakahira et al. 2011). Pink1 (Mitophagy PTEN-induced putative kinase-1) est une kinase 
localisée à la membrane externe de la mitochondrie. Lors de la dépolarisation de la membrane 
mitochondriale, Pink1 adresse Parkin (initialement dans le cytoplasme) dans la mitochondrie. Une fois 
à l’intérieur, Parkin entraîne l'ubiquitination de VDAC 1 (voltage dependent anion channel 1) qui est 
alors reconnu par p62 (adaptateur de l’autophagie). La protéine p26 se lie alors à LC3 (light chain 3) qui 
permet la formation de l’autophagosome autour de la mitochondrie. Kang et ses collègues montrent 
qu’HMGB1 et HSPB1 régule la translocation de Parkin, et l'ubiquitination de VDAC 1 lors de la 
dépolarisation de la membrane mitochondriale. Les auteurs précisent qu’HMGB1 et HSPB1 
transloquent dans la mitochondrie lors d’un stress cellulaire, sans pour autant confirmer qu’elles 
interagissent physiquement avec Pink1/Parkin (Kang et al. 2011). Dans des MEFs HMGB1 -/- diminue 
les OXPHOS, ceci est associée à un réseau mitochondrial fragmenté, à une diminution de la protéine 
Opa1 (optic atrophy 1) (Kang et al. 2011). 
Cependant, il existe une controverse sur le rôle d’HMGB1 et l’autophagie. Huebener et collaborateurs 
n’ont pas retrouvé ce rôle de contrôle qualité des mitochondries” in vivo, en utilisant un KO spécifique 
des hépatocytes et un autre KO spécifique des cardiomyocytes (Huebener et al. 2014). Cette différence 
de résultats pourrait en partie s’expliquer par la stratégie utilisée pour réaliser les délétions d’HMGB1. 
En effet, même si les deux groupes ont utilisé la technologie CRE-Lox pour réaliser la délétion, Tang et 
collaborateurs ont mis en place une stratégie reposant sur le floxage des exons 2 et 3 alors que Huebener 
et collaborateurs ont réalisés le floxage des exons 2, 3 et 4. Ces résultats contradictoires ont conduit 
certains auteurs à proposer l’existence de deux autophagies : l’une indépendante et l’autre dépendante 
d’HMGB1 (Huebener et al. 2014) ; (Sun et Tang 2014) 
 
 
Figure 42 : Rôles d’HMGB1 sur l’autophagie et mitophagie. Dans le noyau HMGB1 participe à l’expression de HSPB1. Lors d’un stress 
cellulaire HMGB1 quitte le noyau, et les mitochondries subissent une dépolarisation de leur membrane. Dans le cytoplasme HMGB1, active 
d’une part l’autophagie en libérant Beclin 1 de son partenaire inhibiteur Bcl 2, et d’autre part la mitophagie en association avec HSPB1 de 
façon Parking/pink1 dépendante. Ensemble ces deux voies permettent une élimination des mitochondries altérées, ce qui améliore les OXPHOS 
et diminue l’inflammation dépendante de l’activation de l’inflammasome. Illustration synthétique des articles de Michael T. Lotze and Daolin 







4.5. HMGB1 et son rôle dans le macrophage  
 
 
Dans la publication de Wang et collaborateurs parue en 2020, les auteurs démontrent qu’après 
une ischémie, les neurones de rat transloquent HMGB1 de leurs noyaux vers les mitochondries (où il 
colocalise avec DRP1). HMGB1 a aussi été retrouvé adressé aux peroxysomes (car HMGB1 colocalise 
avec Catalase) (D. Wang et al. 2020, 1). Néanmoins HMGB1 ne colocalise pas avec Rab5/Rab7 
(protéines retrouvées sur les endosomes) ni avec LC3A/B (protéines retrouvées sur les phagosome) et 
enfin, HMGB1 ne colocalise pas avec LAMP1 (qui est retrouvée sur les lysosome) (D. Wang et al. 2020, 
1). La translocation d’HMGB1 dans la mitochondrie est aussi retrouvée dans les cellules HUVECs suite 
à leur infection par l’agent pathogène Toxoplasma gondii (HMGB1 colocalise avec le signal de 
mitotracker) (Stumbo et al. 2008).  
 
 
Métaboliquement, il a été rapporté une interaction entre HMGB1 et PKM2 (enzyme limitante 
de la glycolyse). Cette interaction est décrite comme bloquant les OXPHOS et entraînant une mort 
cellulaire unique. Celle-ci est due à la formation d’une géante mitochondrie, qui diminue la synthèse 
d’ATP dans des cellules tumorales du colon (G. Gdynia et al. 2010; Georg Gdynia et al. 2016). Toujours 
en lien avec PKM2, Yang et collaborateurs ont mis en évidence au cours d’endotoxémie que la libération 
d’HMGB1 est également induite par la voie de la glycolyse aérobie (Effet Warburg du M1) qui fait 
intervenir PKM2-HIF1α dans des macrophages RAW 264.7 (L. Yang et al. 2014). Dans cet article, les 
auteurs expliquent que PKM2 interagit et stabilise HIF1α. De par sa stabilisation HIF1α entre dans le 
noyau, ce qui est associé à une sortie d’HMGB1 du noyau, puis hors de la cellule. L’utilisation de 
Shikonine (Inhibiteur de l’enzyme PKM2), entraîne une diminution de sécrétion d’IL-1β et d’HMGB1, 
mais aussi une diminution de l’activité de HIF1α. Globalement, l’usage de Shikonine sur ces 
macrophages diminue l’effet Warburg (preuve d’une polarisation M1). Ce dernier semble être défini par 
les auteurs comme une augmentation de la glycolyse, de la production de lactate, de la stabilisation de 
HIF1α, de la libération d’IL-1β et d’HMGB1 (L. Yang et al. 2014). L’inhibition de PKM2 protège les 
souris de la mort dans les conditions d’endotoxémie et de sepsis (L. Yang et al. 2014). Cependant la 
façon dont il est possible de relier l’activation de glycolyse aérobie et la sécrétion d’HMGB1 reste 
inconnue.  
D’autres auteurs semblent apporter une explication sur la façon dont il serait possible de relier 
l’effet Warburg (M1) et la sécrétion active de HMGB1. En effet dans des macrophages, lors de la 
polarisation M1, HMGB1 est relocalisé dans le cytoplasme puis vers le milieu extracellulaire (Ulf 
Andersson et Tracey 2011) ; (L. Yang et al. 2014) ; (Lu et al. 2012); (Yanai et al. 2013). Cette sortie du 
noyau est permise par une hyperacétylation des deux NLS d’HMGB1 dépendante de l’activité de 
STAT1 (FdT M1) (Lu et al. 2012). Il est intéressant de relever que toutes les polarisations des 
macrophages n'entraînent pas la sécrétion d’HMGB1 dans le milieu extracellulaire. En effet les 
macrophages M2 (M2a et les M2c) ne sécrètent pas ou peu d’HMGB1, par rapport au M1 qui libèrent 
15 fois plus d’HMGB1 dans le milieu de culture (Lolmede et al. 2009). Cette libération active d’HMGB1 
est retrouvée dans d’autres cellules stressées. Des adipocytes en culture avec du LPS libèrent activement 
et de façon tardive (entre 12 et 24 heures) HMGB1 dans leur cytoplasme et le milieu extracellulaire 










4.6. HMGB1 protège d’une sur-inflammation lors d’une infection bactérienne 
 
Toutefois, le fait que lors de la polarisation M1, HMGB1 se retrouve dans le cytoplasme, n’est 
pas forcément associé à de mauvais pronostics vitaux. En effet, suite à une infection par Listeria 
Monocytogenes ou une endotoxémie induite par le LPS, les souris avec une délétion d’HMGB1 
spécifiquement dans les macrophages sont plus sensibles que les souris WT. Ces résultats laissent 
supposer un rôle anti-inflammatoire d’HMGB1 dans les macrophages. En effet, dans cette cellule 
l’absence d’HMGB1 est associée à une diminution de l’autophagie pouvant expliquer la sécrétion accrue 
de cytokines pro-inflammatoires et une mort cellulaire précoce des macrophages pouvant être 
responsable de la sensibilité accrue à l’infection bactérienne ou au choc septique (Yanai et al. 2013). 
Dans cet article, les auteurs n’étudient pas précisément la localisation subcellulaire d’HMGB1, lors de 
l’infection chez les animaux WT, ils confirment simplement qu’HMGB1 est retrouvé dans le cytoplasme 
du macrophage M1. Néanmoins, ils ne reproduisent pas in vitro la mort des macrophages lors de la 
reconnaissance du LPS. Cette mort des macrophages était décrite comme étant l’élément déclencheur 
de la létalité des animaux. Mais plusieurs modifications dans la physiologie du macrophage entraînent 
la sortie du noyau d’HMGB1. En effet, l’efférocytose réalisée par les macrophages induit une 
relocalisation d’HMGB1 du cytoplasme vers le milieu extracellulaire (Banerjee et al. 2011).  
 
 
4.7. HMGB1 et la phagocytose dans le macrophage 
 
 
Dans le noyau HMGB1 augmente la phagocytose des macrophages via son interaction avec p53 
(Miao et al. 2020). Par son interaction, il diminue le rôle négatif de p53 sur la phosphorylation de FAK  
ce qui montre qu’HMGB1 nucléaire régule positivement la phagocytose des macrophages (Miao et al. 
2020). 
Dans le cytosol HMGB1 diminue la phagocytose in vivo. Il s’associe alors à la kinase Src. Cette 
liaison (HMGB1-Src) diminue la disponibilité de Src et ainsi sa liaison activatrice à FAK. Ce qui a pour 
conséquence de diminuer la phosphorylation de FAK et donc sa capacité à promouvoir la phagocytose 
(Miao et al. 2020) ; (Banerjee et al. 2011). En effet, la phosphorylation de FAK favorise la formation de 
pseudopodes et augmente la capacité à phagocyter des macrophages (Miao et al. 2020). Les auteurs 
montrent qu’HMGB1 cytosolique dans les macrophages diminue la phagocytose (Banerjee et al. 2011). 
(Miao et al. 2020). A l’inverse, lors d’un sepsis induit par l’agent infectieux Ehrlichia, il y a une 
translocation d’HMGB1 dans le cytosol entraînant l’autophagie (Kader et al. 2021). Cette dernière dans 
le cas d’une infection par Ehrlichia, va apporter les nutriments nécessaires pour la croissance du 
pathogène (Kader et al. 2021). Dans ce cas, la translocation d’HMGB1 dans le cytosol entraîne 
l’autophagie, qui sera détournée par le pathogène afin de permettre sa croissance.  
Dans le milieu extracellulaire, HMGB1 s’associe aux phosphatidylsérines des ACs et inhibe 
l’efférocytose de ces dernières par les macrophages (Banerjee et al. 2010; Friggeri et al. 2010; G. Liu et 
al. 2009); (Banerjee et al. 2011). Ceci démontre qu’HMGB1 extracellulaire diminue l’efférocytose des  




















Fiigure 43 : Rôles d’HMGB1 dans l’efférocytose : HMGB1 en fonction de sa localisation sub-cellulaire, influence différemment 
l’efférocytose. Dans le noyau il favorise l’activité de FAK, qui améliore donc la dynamique de remodelage sous-jacent aux lamellipodes, afin 
de réaliser l’efférocytose. L’efférocytose entraîne un transport nucléo-cytoplasmique d’HMGB1. Une fois dans le cytosol, il dissocie la kinase 
activatrice Scr, de FAK, ce qui diminue l’activité de FAK, et diminue l’efférocytose. Une fois hors de la cellule, HMGB1 se lie 
aux  phosphatidylsérines et diminue leur reconnaissance par les récepteurs de l’éfférocytose. Illustration synthétique des articles de Sami 
Banerjee (Birmingham- USA) (Banerjee et al. 2011). Jifei Miao (Guangdong, Chine)  (Miao et al. 2020). et Darlynn Korns (Denver-USA) 
(Korns et al. 2011). 
 
4.8. Physiopathologie de l’axe HMGB1-Phagocytose  
 
La diminution de l’efférocytose est un événement important dans la physiopathologie du LSE 
(Lupus Érythémateux Systémique) (Schaper et al. 2016). En effet, cette diminution entraîne 
l’accumulation de cellules nécrotiques et la libération d’HMGB1 (qui une fois dans le milieu 
extracellulaire diminue l’efférocytose (Banerjee et al. 2010)). L'équipe de Johanna Westra s’est posé la 
question de l’effet d’HMGB1 sur la polarisation des macrophages et sur leur capacité de phagocytose, 
dans un cadre du LES. Ils ont découvert et publié que les monocytes circulants, du sang des patient SLE, 
présentent un phénotype M1 plus important (moins de CD163 (marqueur M2) et autant de CD68 
(marqueur M1)) que les monocytes des patients saints (Schaper et al. 2016). In vitro après différentiation 
des monocytes en macrophage, ils ont découvert qu’il n’y a pas de différence dans la plasticité des 
macrophages à devenir M1, ou M2, chez les patients SLE et les patients saints. Ceci souligne que le 
défaut d’efférocytose observé chez les SLE est dépendant du milieu extracellulaire, et n’est pas 
autonome à la cellule (Schaper et al. 2016). In vitro avec HMGB1, ils ont observé lors de la 
différentiation M2, une up régulation des taux d’IL-6 et de TNF-α, ceci associé à une diminution de 
l’activité de phagocytose macrophages (Schaper et al. 2016). Résultats confirmés par la diminution de 
l’activité d’efférocytose (des jurkat apoptotiques) des macrophages in vitro en présence d’HMGB1 dans 
le milieu (Schaper et al. 2016). Les monocytes des patients SLE présentent un phénotype M1 plus 
important que les patients saints. HMGB1 altère la polarisation M2 et favorise la polarisation vers le 
phénotype M1, ceci associé à la réduction de l’efférocytose. 
Ces effets négatifs d’HMGB1 sur l’activité d’efférocytose a aussi été détaillée par l’équipe 
d’Edward Abraham dans sa publication en 2008 (G. Liu et al. 2008). Ils démontrent que HMGB1 inhibe 
la phagocytose des neurones apoptotiques par sa liaison avec la phosphatidylsérine (PS) et la 
reconnaissance de ce complexe par TLR4 et RAGE en favorisant une polarisation M1 (G. Liu et al. 




d’infection. C’est le cas de l’équipe de Matthew D. Neal qui a montré que la libération de HMGB1 
(DAMPs) dans le milieu par les cellules myéloïdes diminue la clairance des bactéries (E .Coli) par les 
phagocytes, ce qui prédispose les animaux à des septicémies (Zettel et al. 2017). Dans la publication de 
Zettel et collègues, les auteurs n’identifient pas le récepteur et le mécanisme par lequel HMGB1 diminue 
l’efférocytose. D’autres publications prouvent d’autres mécanismes par lesquels HMGB1 inhibe 
l’efféroctyose. C’est le cas de la publication de Friggeri et de ses collègues en 2010 dans laquelle ils 
illustrent qu’HMGB1 interfère avec la phagocytose en se liant aux intégrines αvβ3 (Friggeri et al. 2010). 
Les différents auteurs tirent les conclusions suivantes : HMGB1 extracellulaire retarde 
l’efférocytose de divers types cellulaires in vitro et in vivo ce qui contribue à la pathologie qu’elle soit 
inflammatoire (SLE) ou infectieuse (E.Coli) (Schaper et al. 2016) ; (G. Liu et al. 2008);(Zettel et al. 
2017). De plus, ceci montre que le phénotype des monocytes et macrophages est déterminé par 
l’environnement, notamment par la présence d’HMGB1 dans le milieu extracellulaire (Schaper et al. 







































OBJECTIF DE THÈSE  
 
 
Comme évoqué en introduction, les mécanismes qui permettent de réguler la réponse inflammatoire sont 
complexes et leur dysfonction fait le lit des maladies inflammatoires chroniques ou des sepsis. Face au 
manque de thérapies efficaces, il est nécessaire d’identifier de nouveaux mécanismes de régulation du 
statut inflammatoire des cellules myéloïdes, notamment des macrophages, au cours de ces maladies. Le 
facteur nucléaire HMGB1 semble, au vue de la bibliographie, être un acteur important du statut 
inflammatoire des cellules myéloïdes, et plusieurs aspects de ses rôles cellulaires sont encore 
inconnus.  HMGB1 est une protéine aux rôles pléiotropes avec des rôles identifiés en fonction de sa 
localisation sub cellulaire et extracellulaire. Dans le noyau, il régit la conformation de la chromatine et 
module ainsi la transcription génique. Par des modifications post-transcriptionnelles (reflets de 
modifications métaboliques) HMGB1 peut quitter le noyau et agir dans le cytoplasme de la cellule. 
Enfin, par la voie de sécrétion du lysosome, HMGB1 est sécrété activement hors de la cellule, où il agit 
comme alarmine en se liant à RAGE ou TLR (4 et 9). Une fois libéré, HMGB1 entraîne l’activation des 
macrophages, des DCs et des neutrophiles qui synthétisent à leur tour des cytokines inflammatoires, ce 
qui amplifie la réponse inflammatoire le plus souvent pathologique. C’est dans ce large champ d’action 
que j’ai réalisé ma thèse de science, qui s’intitule :  
L'Étude des rôles du facteur nucléaire HMGB1 dérivé des macrophages. 
 
Pour réaliser cette étude, il a été mis en place dans notre équipe un modèle de souris transgénique, qui 
présente une délétion du gène Hmgb1 spécifiquement dans les lignées myéloïdes. Cette souris possède 
dans la séquence du gène codant pour HMGB1 deux sites LoxP présents de part et d’autre des exons 2, 
3 et 4. De plus, ce modèle possède l’expression de la CRE recombinase, sous le contrôle du promoteur 
Lyz2 (LysM pour Lysozyme M). Ce qui permet l’expression de la CRE et l’excision des exons 2, 3 et 4 
du gene HMGB1 précisement dans les cellules qui expriment le lysozyme M (Macrophages, DC, 
monocytes, neutrophiles). Ce modèle transgénique est donc homozygote pour le gène codant pour 
HMGB1 contenant les séquences LoxP (HMGB1Flox) et hétérozygote pour le CRE. On distingue les 
animaux CRE -/- (HMGB1Flox) et les animaux CRE-/+ (HMGB1ΔMac). A l’aide de ce modèle et pour 
répondre à la problématique de ma thèse, j’ai d'abord identifié deux objectifs : 
 
 
PREMIER OBJECTIF DE THÈSE :  
Étudier le rôle d’HMGB1 dérivé des macrophages et de ses conséquences sur la survenue de la 
fibrose.  
Cette partie de l’étude se portera sur le rôle d’HMGB1 dérivé des macrophages et de ses conséquences 
sur  la survenue de la fibrose. Une fois dans la circulation sanguine HMGB1 est considéré comme une 
alarmine, qui va amplifier l’inflammation. Il semblerait de plus qu’HMGB1 extracellulaire 
diminuerait  l'efficacité de l’efférocytose (Banerjee et al. 2010, 10; Friggeri et al. 2010). Dans les souris 
HMGB1ΔMac en l’absence d’HMGB1 lorsque les macrophages s'activeront suite à la détection d’une lésion 
tissulaire, ils seront dans l’incapacité de promouvoir l’inflammation médiée par la libération active de 
leur propre HMGB1. Ainsi, l’intensité de l’inflammation devrait être moins importante chez les animaux 
mutants (HMGB1ΔMac) par rapport aux animaux WT (HMGB1Flox). Si la réponse inflammatoire est 
amoindrie, les lésions tissulaires liées à cette dernière seront elles aussi amoindries. Ceci entraînera lors 
de la phase de régénération une accumulation moins importante de matrice extracellulaire. Dans ce 
contexte, nous posons l’hypothèse qu’HMGB1 dérivé des macrophages pourrait influencer la survenue 







DEUXIÈME OBJECTIF DE THÈSE : 
 Étudier le rôle intracellulaire d’HMGB1 dérivé des macrophages au cours du choc inflammatoire 
aigu  
Cette partie de l’étude prendra en compte les rôles nucléaires et cytoplasmiques d’HMGB1 dans le 
macrophage. Une étude récente met en évidence que les dérégulations de l’inflammation sont à la base 
d’environ 50% des décès enregistrés chaque année dans le monde (Furman et al. 2019). Cette publication 
souligne l’urgence de trouver de nouveaux acteurs pour endiguer une sur-inflammation. Cette répression 
de l’inflammation implique divers FdT, ainsi que la dynamique chromatinienne. Le facteur nucléaire 
HMGB1 régule l’expression génique et participe à la dynamique chromatinienne. Dans le noyau 
HMGB1 interagit avec p53 (Kang et al. 2014; Livesey et al., s. d.). Cette interaction influence la 
phagocytose (Miao et al. 2020) l’autophagie et l’apoptose (Livesey et al., s. d.) ; (Daolin Tang et al. 
2011), l’effet Warburg qui est propre aux M1 (L. Yang et al. 2014). HMGB1 dans la cellule influence 
la chromatine ainsi que les mécanismes en lien avec l’autophagie et la phagocytose. La phagocytose et 
l’autophagie dans les macrophages influencent la respiration mitochondriale, qui constitue un levier 
pour jouer sur l’orientation des macrophages et réguler l’amplitude de la réponse inflammatoire 
(Bossche et al. 2012; Viaud et al. 2019; S. Zhang et al. 2019). Dans ce contexte, nous posons l’hypothèse 
qu’HMGB1 exprimée dans les macrophages pourrait réguler, via la respiration mitochondriale, la 






























PREMIER OBJECTIF DE THÈSE :  
Étudier le rôle d’alarmine d’HMGB1 dérivé des macrophages et de ses conséquences sur la 
survenue de la fibrose.  
 
Mise en contexte : En condition physiologique HMGB1 a une localisation nucléaire. Dans le cas du 
macrophage, lors d’une activation suite à la détection d’un signal inflammatoire (DAMPS, PAMPS, 
LAMPS) HMGB1 est acétylé au niveau de ses NLS et quitte le noyau. Dans le cytoplasme, il est alors 
pris en charge par la voie de sécrétion des lysosomes pour être sécrété hors du milieu, où il entraîne une 
amplification du signal inflammatoire (Kang et al. 2014). Comme les cytokines inflammatoires 
canoniques (IL-1, IL-6 et TNF-α), la protéine HMGB1 ainsi que d’autres sont retrouvées en grande 
quantité dans le sang, lors d’une inflammation. Ce cocktail de cytokines et alarmines orchestre la 
réponse inflammatoire et la survenue de la fibrose (Weiskirchen, Weiskirchen, et Tacke 2018). Des 
données dans la littérature soulignent le fait qu’elles puissent participer et favoriser la cicatrisation et la 
fibrogenèse (W. Zhang et al. 2015). 
Étudier les effets de la déplétion d’HMGB1 spécifiquement dans les macrophages permet de répondre 
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Abstract
Alarmins and damage‐associated molecular patterns (DAMPs) are powerful inflam-
matory mediators, capable of initiating and maintaining sterile inflammation during 
acute or chronic tissue injury. Recent evidence suggests that alarmins/DAMPs may 
also trigger tissue regeneration and repair, suggesting a potential contribution to tis-
sue fibrogenesis. High mobility group B1 (HMGB1), a bona fide alarmin/DAMP, 
may be released passively by necrotic cells or actively secreted by innate immune 
cells. Macrophages can release large amounts of HMGB1 and play a key role in 
wound healing and regeneration processes. Here, we hypothesized that macrophages 
may be a key source of HMGB1 and thereby contribute to wound healing and fibro-
genesis. Surprisingly, cell‐specific deletion approaches, demonstrated that mac-
rophage‐derived HMGB1 is not involved in tissue fibrogenesis in multiple organs 
with different underlying pathologies. Compared to control HMGB1Flox mice, mice 
with macrophage‐specific HMGB1 deletion (HMGB1ΔMac) do not display any modi-
fication of fibrogenesis in the liver after CCL4 or thioacetamide treatment and bile 
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1 |  INTRODUCTION
Sterile inflammation and regeneration are two biological 
processes that are tightly related to wound healing, but if 
uncontrolled could lead to scarring and fibrotic responses, 
contributing to the long term to organ loss of function.1,2 
Among cells involved in the modulation of these crucial 
functions, several types of macrophages play a central role 
in the clearance of dying/dead cells, and promote tissue re-
pair by secreting a broad variety of molecules, such as cyto-
kines, chemokines, or alarmins,1-4 that either maintain the 
inflammation process and/or activate tissue myofibroblasts 
in charge of synthesizing extracellular matrix components 
to promote tissue architecture restoration.2,5 Globally in 
the context of wound healing, immunostimulatory mole-
cules originating either from macrophages (alarmins) or 
dying cells (such as damage‐associated molecular patterns 
[DAMPs]) have been characterized as both pro‐inflamma-
tory but also as pro‐regenerating agents involved in progen-
itor cell proliferation and differentiation,1,3,4 thus potentially 
involve during chronic tissue injury, in inflammation and 
fibrosis processes which are now supported by several re-
ports in the heart and lungs.6,7 Among pro‐inflammatory 
and pro‐repair agents secreted by macrophages, high mo-
bility group box 1 (HMGB1), also known for its alarmin 
and DAMP properties, has drawn a lot of attention as it is 
considered as an attractive target to treat acute and chronic 
inflammatory diseases8-10 and is also envisioned as a rele-
vant biomarker of tissue injury11,12 in humans. HMGB1 can 
reach the extracellular space, once released by necrotic epi-
thelial cells and exerts its DAMPs function or when secreted 
by activated innate immune cells, where it mediates potent 
inflammatory effects.10,13 Macrophages and other innate im-
mune cells actively secrete HMGB1 upon an inflammatory 
challenge (interleukin 1β [IL1β], lipopolysaccharide [LPS], 
or tumor necrosis factor α [TNFα]) in vitro and in vivo14-17 
supporting a possible role of macrophage‐derived HMGB1 
in tissue scarring. Recent publications documented a criti-
cal role of extracellular HMGB1 in regeneration and tissue 
repair processes in bone, muscle, or liver18-21 suggesting a 
potential role in tissue fibrogenesis. Moreover, HMGB1 has 
been proposed to play a direct role in promoting fibrosis in 
the liver, lungs, kidney, and heart through different path-
ways such as inflammation or myofibroblast activation.22-24 
However, in liver fibrosis, hepatocyte‐derived HMGB1 is 
likely not involved in fibrogenesis as shown in recent stud-
ies,19,20 excluding any potential role of HMGB1 as a DAMP 
in liver scarring progression implying that non‐parenchymal 
cells, such as macrophages, could be the cellular source of 
HMGB1 during tissue fibrosis development.
To determine whether macrophage‐derived HMGB1 has 
a determinant role in fibrosis progression, we evaluated the 
impact of a macrophage‐specific HMGB1 genetic deletion 
on the liver, kidney, and cardiac fibrosis. Using very well‐
established fibrosis models in three different organs, our 
anatomo‐pathological explorations revealed that unexpect-
edly, macrophage‐derived HMGB1 has no major role in fi-
brogenesis in mice.
2 |  MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals
All experimental procedures were performed in accord-
ance with institutional guidelines for animal studies and 
are approved by the Ethics Committee (US006 CREFRE 
‐ CEEA‐122, 1710480320). Myeloid‐specific deletion of 
HMGB1 (HMGB1ΔMac) were generated crossing LysM‐
CRE+/− (a generous gift from a gift from Dr Pierre Gourdy, 
Toulouse France) with HMGB1Flox mice (a generous gift 
from Dr Robert F. Schwabe, Columbia University, NY), lit-
termates LysM‐CRE−/− HMGB1Flox/Flox (HMGB1Flox) were 
used as control. After randomization, 8 to 12‐week‐old male 
mice were used in this study. Mice were housed under specific 
pathogen‐free conditions at 20‐22°C and 50%‐60% humidity, 
with a 12 hour light/dark cycle and free access to water and 
food. For thermoneutrality studies, mice were housed at 30°C 
in a Noroit A‐Box (Noroit, Bouaye, France). Before running 
any experiments, mice were usually placed at 30°C for a 2‐
week period of acclimation. At the time of sacrifice, tissues 
duct ligation; in the kidney following unilateral ureter obstruction; and in the heart 
after transverse aortic constriction. Of note, even under thermoneutral housing, 
known to exacerbate inflammation and fibrosis features, HMGB1ΔMac mice do not 
show impairment of fibrogenesis. In conclusion, our study clearly establishes that 
macrophage‐derived HMGB1 does not contribute to tissue repair and fibrogenesis.
K E Y W O R D S
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and organs were dissected, weighted and directly snap frozen 
in liquid nitrogen and stored at −80°C for gene expression and 
western blot analyses. For histological analysis, tissues were 
fixed in 10% formalin (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA).
2.2 | Genotyping
DNA extraction and polymerase chain reaction 
(PCR) were performed using Kapa mouse genotyp-
ing kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA) accord-
ing to the manufacturer protocol. PCR reactions were 
performed using following primers: LysM‐CRE: 5′‐
ACCGGTCGATGCAACGAGTGATGAG‐3′ (forward) 
and 5′‐AGTGCGTTCGAACGCTAGAGC‐3′ (reverse), 
LoxP1 5′‐TAAGAGCTGGGTAAACTTTAGGTG‐3′ (for-
ward) and 5′‐GAAACAGACAAGCTTCAAACTGCT‐3′ 
(reverse), LoxP2 5′‐TGACAGGATACCCAGTGTTAGG 
GG‐3′ (forward) and 5′‐CCAGAGTTTAATCCACAGAA 
GAAA‐3′ (reverse). Deletion PCR was performed using 
LoxP1 forward and LoxP2 reverse primers.
2.3 | Murine models of fibrosis
Liver chemically induced fibrosis was triggered by intraperi-
toneal injection (ip) of carbon tetrachloride (CCl4, 02671, 
Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA; 0.5 μL/g in corn oil, at 
a ratio of 1:3) for eight injections or by ip of thioacetamide 
(TAA, 163678, Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) dis-
solved in NaCl 0.9% for 6 weeks (three injections per week) at 
increasing concentrations (first dose: 50 mg/kg, second dose: 
100 mg/kg, third to sixth dose: 200 mg/kg, all following doses: 
300 mg/kg) as previously described.25 Cholestatic‐induce liver 
fibrosis was induced in 8‐week‐old male mice by ligating the 
common bile duct for 21 days, as described.26 Kidney fibrosis 
was induced by unilateral ureteral obstruction (UUO) on 8‐
week‐old mice. UUO was performed by ligating the ureter just 
below the renal pelvis for 7 days, as previously described.27 
Transverse aortic constriction (TAC) was performed on 8 
to 12‐week‐old male mice for 28 days. After anesthesia, the 
transverse aorta was isolated and TAC was performed by tying 
a waxed braided silk suture, to induce pressure overload and 
cardiac hypertrophy as previously described.28 For all surgical 
procedures, sham‐operated animals underwent the same op-
eration except the suturing of inner organs.
2.4 | Cardiac function assessment
The left ventricle dimensions were determined using echocardi-
ography and (Time/Motion) mode acquisition from the paraster-
nal short axis view at the level of the papillary muscles using a 
Vivid7 echograph and a 14 MHz transducer (i3L, GE Healthcare, 
Little Chalfont, UK). Images were transferred and analyzed of-
fline with EchoPAC (GEHealthcare, Little Chalfont, UK).
2.5 | Hepatic stellate cell isolation
Hepatic stellate cells were isolated from mice as described 
previously.25 Briefly, after cannulation of the inferior vena 
cava, the portal vein was cut, allowing retrograde step‐wise 
perfusion with pronase (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) and collagenase (Roche Diagnostics, Risch‐Rotkreuz, 
Switzerland) containing solutions, and subsequent 9.7% 
Nycodenz gradient centrifugation. Purity was assessed by 
vitamin A autofluorescence under a fluorescent micro-
scope (Olympus 71IX). After 5 hours in dulbecco modified 
eagle medium (DMEM) 10% fetal calf serum (FCS), 1% 
Antibiotic‐Antimycotic (Gibco, Grand Island, NY, United 
States) and 0.1% Gentamicin (Gibco, Grand Island, NY, 
United States), stellate cells have been cultured with 1/1.74 
diluted bone marrow‐derived macrophages (BMDM) condi-
tioned media in DMEM 0.1% FBS for 24 hours.
2.6 | Plasma analysis
Aspartate transaminase (AST) and alanine transami-
nase (ALT) levels were determined in plasma by the 
Phenotypage‐CREFRE facility using a Pentra400 biochemi-
cal analyzer (HORIBA Medical, Kyoto, Japan). HMGB1 
circulating levels were assessed by ELISA (ST51011; IBL 
International, Hamburg, Germany) according to the manu-
facturer guidelines.
2.7 | Bone marrow‐derived macrophages
Bone marrow cells were obtained by flushing the cavity 
of femurs and tibia of HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice 
(8 week old) in sterile DMEM F12 supplemented with 
10% FCS and 1% penicillin/streptomycin (Sigma‐Aldrich, 
St. Louis, MO, USA). Cells were filtered on a 42 μm cell‐
strainer, and after erythrocyte lysis, harvested cells are plated 
and treated with 10 ng/mL recombinant murine macrophage 
colony stimulating factor (M‐CSF) (PeproTech, Inc, Rocky 
Hill, NJ, USA) for 7 days. The medium was renewed every 
2 days with DMEM 10% FCS with 10 ng/mL M‐CSF. 
Then, BMDM were treated with 10 ng/mL of LPS (055:B5, 
Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 1 hour and 30 min-
utes, then washed two times to remove LPS using phosphate 
buffered saline (PBS), and conditioned media were gener-
ated in DMEM 0.1% FCS during 48 hours.
2.8 | Immunocytofluorescence
Bone marrow‐derived macrophages were fixed after 7 days of 
differentiation, with 10% formalin. Cells were permeabilized 
with 0.1% Triton and stained with a primary antibody against 
HMGB1 (1:200, ab18256; Abcam, Cambridge, UK) and Alexa 
Fluor 546‐conjugated secondary antibody (1:800, A11010; Life 
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Technologies, Carlsbad, CA, USA). Nuclei were stained with 
DAPI (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA). Confocal micros-
copy was performed on an LSM 780 confocal laser microscope 
(Zeiss, Oberkochen, Germany) using a 63× oil immersion lens.
2.9 | Stromal vascular fraction preparation
Mice were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg), then 
perfused with PBS to wash out blood from tissues. Mice were 
euthanized and tissues were harvested. Liver and lungs were 
digested with collagenase D (2.5 mg/mL; Roche Diagnostics, 
Risch‐Rotkreuz, Switzerland) under agitation for 20 minutes at 
37°C. After centrifugation at 600 g for 10 minutes, stromal cells 
were separated in 30% percoll (GE Healthcare, 17‐0891‐01, 
Upsale, Sweden). After centrifugation at 600 g for 15 minutes, 
the pellet containing stromal cells were incubated with erythro-
cyte lysis buffer for 10 minutes followed by another centrifu-
gation (600 g, 10 minutes) and resuspension in PBS.
2.10 | Western blotting
Tissues were homogenized in RIPA buffer (TRIS 20 mmol/L, 
NaCl 150 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, 
TRITON X100 1%, Tetra‐Sodium Pyrophosphate 2.5 mmol/L, 
B‐Glycerophosphate 1 mmol/L, Sodium orthovanadate 
1 mmol/L) containing proteases and phosphatases inhibitors 
(Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) using Precellys sample 
lyzer (Bertin Technologies, Montigny le Bretonneux, France). 
Western blots were performed using standard procedures 
using antibodies against HMGB1 (1:1000, ab18256; Abcam, 
Cambridge, UK) and α‐smooth muscle actin (α‐SMA) (1:1000, 
ab5694; Abcam, Cambridge, UK). GAPDH (1:2000, ab181602; 
Abcam, Cambridge, UK), was used as a loading control.
2.11 | Gene expression
RNA was extracted using GenJET RNA purification kit 
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA) and DNAse treat-
ment (Qiagen, Hilden, Germany). After dosage with Xpose 
(Trinean, Gentbrugge, Belgium), reverse transcription was 
performed using High Capacity cDNA reverse transcrip-
tion kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ac-
cording to the manufacturer protocol. Real‐Time‐qPCR 
(RT‐qPCR) was performed with indicated primer pairs 
gene expression is normalized using Rplp0 reference gene 
expression. Primer sequences were as follows: Acta2, 5′‐
GTCCCAGACATCAGGGAGTAA‐3′ (forward) and 5′‐
TCGGATACTTCAGCGTCAGGA‐3′ (reverse), Col1a1, 
5′‐TGTGTGCGATGACGTGCAAT‐3′ (forward) and 
5′‐GGGTCCCTCGACTCCTACA‐3′ (reverse), Col3a1, 
5′‐AAGGCGAATTCAAGGCTGAA‐3′ (forward) and 5′‐
TGTGTTTAGTACAGCCATCCTCTAGAA‐3′ (reverse), 
Emr1, 5′‐TGACAACCAGACGGCTTGTG‐3′ (forward) 
and 5′‐GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT‐3′ (reverse), 
Rplp0, 5′‐AGTCGGAGGAATCAGATGACGAT‐3′ (for-
ward) and 5′‐GGCTGACTTGGTTGCTTTGG‐3′ (reverse), 
Tnfα 5′‐TGGGACAGTGACCTGGACTGT‐3′ (forward) 
and 5′‐TTCGGAAAGCCCATTTGAGT‐3′ (reverse), Il6, 
5′‐GCCCACCAAGAACGATAGTCA‐3′ (forward) and 5′‐
CAAGAAGGCAACTGGATGGAA‐3′ (reverse), Il1β, 5′‐
CAACCAACAAGTGATATTCTCGATG‐3′ (forward) and 
5′‐GATCCACACTCTCCAGCTGCA‐3′ (reverse), Ccn2, 
5′‐GGCATCTCCACCCGAGTTAC‐3′ (forward) and 5′‐
GATTTTAGGTGTCCGGATGCA‐3′ (reverse). For Col1a1, 
Col1a2, and Acta2 mRNA expression displayed in Figure 
S4, RNA were extracted using High Pure RNA Isolation 
kit (Roche Diagnostics, Risch‐Rotkreuz, Switzerland) and 
qPCR analysis was conducted using Taqman‐primer probes 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
2.12 | Histology and immunohistochemistry
10% formalin‐fixed samples were paraffin embedded and sliced 
at 5 µm. For picrosirius red staining, sections were dipped for 
1.5 hours in picric acid containing 1% direct red 80 (365548; 
Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 0.5% fast green (F7258; 
Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA). Immunohistochemistry 
was performed using anti‐mouse α‐SMA (ab5694; Abcam, 
FIGURE 1  High mobility group B1 (HMGB1) regulation during fibrosis and validation and characterization of macrophage‐specific deletion of 
HMGB1. Representative immunoblotting against HMGB1 in oil (n = 9) or CCL4‐treated (n = 15) liver using glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) protein as a loading control (A). Representative immunoblotting against HMGB1 in liver extracts from sham (n = 9) or BDL (n = 4) animals 
using GAPDH protein as a loading control (B). Peritoneal macrophages isolated from HMGB1Flox (n = 3) and HMGB1ΔMac mice (n = 3) were analyzed 
by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH (C). Cells from liver stromal vascular fraction, isolated from HMGB1ΔMac and HMGB1Flox mice, 
were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH (D). Cells from lung stromal vascular fraction, isolated from HMGB1Flox (n = 3) and 
HMGB1ΔMac mice (n = 3), were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH (E). Bone marrow‐derived macrophages (BMDM) isolated 
from HMGB1Flox (n = 3) and HMGB1ΔMac mice (n = 3) were analyzed by immunoblotting against HMGB1 and GAPDH (higher panel). BMDM 
isolated from HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice were analyzed by immunofluorescence confocal microscopy to detect HMGB1 (red) while nuclei 
were stained with DAPI (blue) (lower panel). Scale bar: 5 μm (F). Liver extracts of HMGB1Flox (n = 9) and HMGB1ΔMac (n = 6) mice were analyzed by 
western blotting directed against α‐smooth muscle actin (α‐SMA) (G). Representative images of liver fibrosis determined by picosirius Red staining from 
HMGB1Flox (n = 9) and HMGB1ΔMac (n = 6) mice. Scale bar: 500 μm (H). Representative images of myofibroblast activation determined by α‐SMA 
immunostaining from HMGB1Flox (n = 9) and HMGB1ΔMac (n = 6) mice liver sections. Scale bar: 500 μm (I)
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Cambridge, UK) followed by a biotinylated goat anti‐rat anti-
body (BA‐9400; Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA) and 
streptavidin‐HRP (DY998; R&D systems, Minneapolis, MN) 
with 3‐3'‐Diaminobenzidine (DAB) as substrate (11718096001; 
Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA). Stained slides were 
scanned using a Nanozoomer scanner (Hamamatsu Photonics, 
Hamamatsu City, Japan). Quantification was performed using 
Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) software.
2.13 | Statistics
Analyses are performed using GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, USA). All data are expressed as 
mean ± SEM, except otherwise indicated, statistical signifi-
cance was determined by t test, Mann‐Whitney or two‐way 
ANOVA tests. P values <0.05 were considered significant 
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3 |  RESULTS
3.1 | Liver HMGB1 levels are upregulated 
during liver fibrosis
As HMGB1 is thought to be a determinant player in fibrogen-
esis, we first characterized the expression levels of HMGB1 
during fibrosis progression in the liver. Using two models of 
chemically (CCL4) or surgically (BDL)‐induced liver fibro-
sis, we show that HMGB1 protein levels were strongly up-
regulated in fibrotic livers compared to control livers (Figure 
1A,B) suggesting a possible role of HMGB1 during fibro-
genesis. To determine whether macrophage‐derived HMGB1 
could be responsible for fibrosis progression, we generated 
mice specifically deleted for Hmgb1 gene in macrophages 
(HMGB1ΔMac) by crossing LysM‐Cre29 and HMGB1‐floxed 
transgenic mice.30 Besides getting a clear recombination 
in the Hmgb1 gene locus (Figure S1A,B), western blotting 
analysis demonstrated an efficient deletion of HMGB1, in 
vivo in naïve peritoneum macrophages or in resident mac-
rophages from stromal vascular fraction of liver or lungs with 
88%, 55%, and 98% of deletion, respectively (Figure 1C‐E) 
and in vitro in BMDM with 99% deletion using immunob-
lotting or immunocytofluorescence (Figure 1F). Upon basal 
conditions, compared to HMGB1Flox, HMGB1ΔMac mice did 
not show any detectable differences of fibrosis features with 
comparable protein levels of α‐SMA protein as measured 
by immunoblotting (Figure 1G) and normal picrosirius red 
staining surrounding liver vessels and staining of vascular 
smooth muscle cells (Figure 1H,I).
3.2 | HMGB1ΔMac mice do not have 
an increased liver fibrogenesis after 
CCL4 treatment
To determine whether macrophage‐derived HMGB1 is play-
ing a key role in fibrogenesis, we first studied liver fibrosis. In 
this purpose, HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice were treated 
with eight i.p injections of carbon tetrachloride (CCL4) and 
were euthanized 2 days after the last injection. Hmgb1 gene 
deletion has been carefully monitored using deletion PCR 
on whole liver DNA extract from both HMGB1Flox and 
HMGB1ΔMac mice (Figure S1C). Following CCL4 treatment, 
HMGB1Flox mice exhibited a significant accumulation of col-
lagen compared to oil‐treated mice as shown by picrosirius 
red staining (Figure 2A), but no differences were detected 
between HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice. Similarly, 
HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice displayed comparable 
levels of α‐SMA immunostaining (Figure 2B). Moreover, 
there were no differences in α‐SMA protein levels (Figure 
2C) as well as similar mRNA expression levels of fibrogenic 
and pro‐inflammatory markers such as Acta2, Ccn2, Col1a1, 
Col3a1, Tnfα, and Il‐6 except for Emr1 and Il‐1β which 
were upregulated in HMGB1ΔMac mice (Figure 2D; Figure 
S2A). Finally, while CCL4 treatment induced a pronounced 
liver injury compared to oil‐treated mice, there were no dif-
ferences in serum ALT or AST levels between HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac mice (Figure 2E). To rule out a possible 
overpowering effect of 8× CCL4 on HMGB1 potential fi-
brogenic effect, we used a less severe experimental setup, 
where HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice were subjected to 
only four injections of CCL4. Even on a shorter CCL4 model, 
HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice displayed the same extent 
of fibrosis in the liver (Figures S2F & S3A‐E), suggesting 
that macrophage‐derived HMGB1 does neither contribute to 
early fibrogenic events during fibrosis progression.
3.3 | HMGB1ΔMac mice do not display 
increased TAA‐induced liver fibrosis
To confirm these findings in a second well‐established model 
of chemical‐induced liver fibrogenesis, we next challenged 
mice using TAA. HMGB1ΔMac and HMGB1Flox mice were 
treated with 18 i.p injections of TAA. As performed on 
CCL4 model, Hmgb1 gene deletion was carefully monitored 
using deletion PCR on whole liver DNA extract from both 
HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice (Figure S1D). Similar to 
our results obtained in the CCL4 model, we did not detect 
any differences between HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice. 
After TAA treatment, HMGB1Flox mice exhibited a pro-
nounced deposition of fibrillar collagen and α‐SMA staining 
compared to saline‐treated mice but the increase in fibrotic 
markers was identical between HMGB1Flox and HMGB1ΔMac 
mice (Figure 3A,B). In addition, α‐SMA (Figure 3C) pro-
tein levels, as well as mRNA expression of classical fibrosis 
F I G U R E  2  Macrophage‐specific deletion of high mobility group B1 (HMGB1) does not modify liver fibrogenesis after CCL4 treatment. 
Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac of liver section and quantification of positive pixels per 
liver section. Scale bar: 500 μm (A). Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against α‐smooth muscle actin 
(α‐SMA) and quantification of positive pixels per liver section. Scale bar: 500 μm (B). Liver extracts from HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac were 
analyzed by western blotting directed against α‐SMA (C). Liver mRNA expression levels of classical fibrosis markers were detected using real‐time 
RT‐PCR, the dotted line indicates the baseline (D). Hepatic injury in HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac was determined by alanine transaminase 
(ALT) (left panel) and aspartate transaminase (AST) (right panel) levels (E). Statistical analysis was performed using Mann‐Whitney test. Data 
are expressed as means ± SEM. n = 9 in HMGB1Flox‐oil group; n = 6 in HMGB1ΔMac‐oil group; n = 15 in HMGB1Flox‐CCL4 group; n = 12 in 
HMGB1ΔMac‐CCL4 group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 vs oil/CCL4
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and inflammatory markers such as Acta2, Ccn2, Col1a1, 
Col3a1, Emr1, and Il‐6 except for Tnfα, Il‐1β which were 
upregulated in HMGB1ΔMac mice (Figure 3D; Figure S2B) 
and serum levels of liver injury markers (Figure 3E), were 
comparable in HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice subjected 
to TAA treatment.
3.4 | HMGB1ΔMac mice do not have an 
increased hepatic fibrogenesis after BDL
To corroborate these findings, we used a complementary 
model of cholestatic liver injury, bile duct ligation (BDL). 
As done previously, Hmgb1 gene deletion was carefully 
monitored using deletion PCR on whole liver DNA extracted 
from both HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice (Figure S1E). 
Twenty‐one days after BDL, HMGB1Flox mice displayed 
severe hepatic fibrosis as shown by picrosirius red staining 
but again no differences were detected between HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac mice (Figure 4A). Expression of α‐SMA 
was also increased in HMGB1Flox mice assessed by immuno-
histochemistry and immunoblotting but with no differences 
compared to HMGB1ΔMac mice (Figure 4B,C). mRNA ex-
pression of fibrogenic markers Acta2, Ccn2, Col1a1, Col3a1, 
Acta2, Col1a1, Col3a1, and inflammatory markers Emr1 
and Il‐6, except for Tnfα, Il‐1β which were upregulated in 
HMGB1ΔMac mice (Figure 4D; Figure S2C) as well as serum 
ALT and AST levels, were also similar in HMGB1Flox and 
HMGB1ΔMac mice (Figure 4D,E).
As several studies suggested a direct effect of HMGB1 
on hepatic stellate cells (HSCs) in the development of liver 
fibrosis,31,32 we sought to further study the role macrophage 
derived‐HMGB1. Because (a) macrophages have a key role 
in promoting HSC activation, HSC survival, and liver fi-
brosis,26,33 (b) LPS promotes liver fibrosis34 and (c) macro-
phages can release HMGB1 following LPS stimulation, we 
used LPS‐stimulated conditioned media from HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac macrophages to determine the role of mac-
rophage‐derived HMGB1 in HSC activation. Of note, LPS 
strongly increased HMGB1 release over time, with a peak at 
48 hours, which was almost completely blocked in HMGB1‐
deleted macrophages (Figure S4A). Forty‐eight hour‐condi-
tioned medium (CM) from LPS‐stimulated BMDM increased 
the activation of HSC compared to CM from unstimulated 
BMDM as shown by mRNA expression fibrogenic markers 
Col1a1, Col1a2, and Acta2 (Figure S4B‐D). However, HSC 
activation did not differ between CM prepared from bone 
marrow isolated from HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice, 
demonstrating that the pro‐fibrotic effects of BMDM are in-
dependent of HMGB1 (Figure S4B‐D).
3.5 | Macrophage‐derived HMGB1 
does not play a crucial role in UUO‐induced 
kidney fibrosis
As the results collected on three relevant injury models un-
expectedly showed no effects of HMGB1 deletion on liver 
fibrosis, we next tested whether the role of macrophage 
HMGB1 in kidney fibrosis, where fibrotic mechanisms are 
slightly different compared to the liver. For this purpose, we 
employed a classical model of tubulointerstitial fibrosis in-
duced by UUO.27 As performed in the liver, Hmgb1 gene de-
letion was carefully monitored using deletion PCR on whole 
kidney DNA extract from both HMGB1Flox and HMGB1ΔMac 
mice (Figure S1F). Seven days after UUO, HMGB1Flox mice 
displayed typical fibrosis features with a drastic deposition 
of fibrillar collagen and myofibroblasts activation (Figure 
5A,B) compared to sham‐operated mice, as determined by 
immunohistochemistry. But similar to the liver fibrogenesis 
models, no differences were detected between HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac mice in UUO‐induced kidney fibrosis pro-
gression. Moreover, α‐SMA protein levels (Figure 5C), as 
well as mRNA expression of fibrogenic and inflammatory 
genes Acta2, Ccn2, Col1a1, Col3a1, Emr1, Il‐1β, and Il‐6 
were comparable between HMGB1Flox and HMGB1ΔMac 
mice in the harvested kidney following UUO, except for 
Tnfα which was upregulated in HMGB1ΔMac mice (Figure 
5D; Figure S2D).
3.6 | HMGB1ΔMac mice do not display an 
increased cardiac fibrosis after TAC
In addition to the liver and kidney, we finally assessed 
the impact of HMGB1 deletion in macrophages on fibrosis 
progression in the heart as it has been reported recently that 
HMGB1 could play a key role in cardiac fibrosis,22 using TAC 
as a well‐established and clinically relevant model of cardiac 
F I G U R E  3  Macrophage‐specific deletion of high mobility group B1 (HMGB1) does not modify liver fibrogenesis after TAA treatment. 
Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac of liver section and quantification of positive pixels per 
liver section. Scale bar: 500 μm (A). Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against α‐smooth muscle actin 
(α‐SMA) and quantification of positive pixels per liver section. Scale bar: 500 μm (B). Liver extracts from HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac were 
analyzed by western blotting directed against α‐SMA (C). Liver mRNA expression levels of classical fibrosis markers were detected using real‐time 
RT‐PCR, the dotted line indicates the baseline (D). Hepatic injury in HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac was determined by alanine transaminase 
(ALT) (left panel) and aspartate transaminase (AST) (right panel) levels (E). Statistical analysis was performed with Mann‐Whitney test. Data are 
expressed as means ± SEM. n = 6 in HMGB1Flox‐saline group; n = 6 in HMGB1ΔMac‐saline group; n = 7 in HMGB1Flox‐TAA group; n = 11 in 
HMGB1ΔMac‐TAA group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs saline/TAA
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fibrosis.35 As performed previously, Hmgb1 gene deletion 
was carefully monitored using deletion PCR on whole heart 
DNA extract from both HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice 
(Figure S1G). Twenty‐eight days after TAC, HMGB1Flox 
mice displayed pronounced impairments of cardiac function 
such as left ventricular end‐systolic and ‐diastolic dimen-
sion (Table1) compared to sham‐operated animals, accom-
panied with a strong collagen deposition (Figure 6A). But 
once again, HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice subjected to 
TAC showed a similar extent of functional alterations and 
extracellular matrix accumulation determined by picrosirius 
red staining or α‐SMA immunohistochemistry and immuno-
blotting (Table 1; Figure 6A‐C). In addition, similar levels 
of mRNA expression of classical fibrogenic markers such as 
Acta2, Ccn2, Col1a1, and Col3a1 mRNA, and inflammatory 
marker Emr1, Tnfα, and Il‐1b (except for Il‐6 which was up-
regulated in HMGB1ΔMac mice) mRNA were detected using 
real‐time qPCR in operated HMGB1Flox and HMGB1ΔMac 
mice (Figure 6D; Figure S2E).
3.7 | Thermoneutral housing 
has no incidence on fibrosis progression 
in HMGB1ΔMac mice compared to 
HMGB1Flox mice
In the recent years, several striking studies have demon-
strated that for rodent models, as opposed to thermoneutral 
housing (30‐32°C), room temperature housing (20‐22°C) 
initiates and maintains a chronic cold stress that dramati-
cally impairs physiology and immune response (eg, to in-
flammatory stimulus).36-38 As a severe alteration of immune 
responses has pronounced consequences on fibrosis progres-
sion,39,40 we hypothesized that thermoneutral housing, rather 
than room temperature housing performed so far, might be a 
more relevant context to evaluate the impact of macrophage‐
derived HMGB1 deletion on fibrosis development. For this 
purpose, after 2 weeks of acclimation at 30°C, HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac mice were subjected to two fibrosis mod-
els: BDL‐induced liver fibrosis and UUO‐induced kidney fi-
brosis. As done at room temperature conditions, Hmgb1 gene 
deletion has been carefully monitored using deletion PCR on 
whole liver or kidney DNA extract from both HMGB1Flox and 
HMGB1ΔMac mice (Figure 1H‐J). As expected, we found that 
compared to room temperature, thermoneutral housing af-
fected global mouse physiology, and remarkably HMGB1 cir-
culating levels were higher in mice housed at 30°C compare to 
20°C housing conditions (Figure 5A). In addition, serum ALT 
and AST levels (Figure 5B‐C) and liver inflammation and fi-
brosis (Figure 5D‐E) were increased when mice are housed at 
30°C compared to 20°C suggesting a higher hepatocyte turno-
ver at 30°C. In both models and similar to what we observed 
at room temperature, HMGB1Flox mice exhibited a severe 
deposition of collagen and myofibroblast activation com-
pared to sham‐operated animals (Figure 7A‐D). But similar 
to room temperature housing, HMGB1Flox, and HMGB1ΔMac 
mice displayed the same extent of fibrosis progression in-
duced by either BDL or UUO procedures determined by pic-
rosirius red staining and immuno‐detection (Figure 7A‐D). 
Expression of α‐SMA using immunoblotting and mRNA ex-
pression of fibrogenesis markers as Acta2, Ccn2, Col1a1, and 
Col3a1 displayed similar levels after BDL and UUO between 
HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice (Figure 7E‐H, Figure 
S2G‐H). Interestingly, most of the inflammatory markers 
Emr1, Tnfα, Il‐1b, and Il‐6 were decreased in HMGB1ΔMac 
compared to HMGB1Flox mice (Figure 7E‐H; Figure S2G,H) 
although no functional incidences have been emphasized. 
Finally, compared to sham‐operated mice, BDL induced a 
pronounced liver injury (Figure S6A,B) but there were no dif-
ferences in serum ALT or AST levels between HMGB1Flox 
and HMGB1ΔMac mice. In parallel, BDL and UUO procedures 
provoked a marked increase of circulating levels of HMGB1 
(Figure S6C), albeit not significant, compared to sham‐op-
erated animals, and operated HMGB1Flox and HMGB1ΔMac 
mice displayed comparable amount of serum HMGB1 levels 
(Figure S6C). Altogether these results suggest that, despite a 
stronger level of fibrosis compared to room temperature con-
ditions, thermoneutral housing did not reveal any role of mac-
rophage‐specific HMGB1 in fibrosis progression. Therefore, 
conclusions drawn from room temperature experiments were 
fully confirmed under thermoneutral conditions.
4 |  DISCUSSION
In the expanding field of sterile inflammation biology, many 
open questions remain in regard to the effects of alarmin/DAMPs 
F I G U R E  4  Macrophage‐specific deletion of high mobility group B1 (HMGB1) does not alter liver fibrogenesis after BDL. Representative 
pictures of picrosirius red staining of HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac of liver section and quantification of positive pixels per liver section. 
Scale bar: 500 μm (A). Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against α‐smooth muscle actin (α‐SMA) and 
quantification of positive pixels per liver section. Scale bar: 500 μm (B). Liver extracts from HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac were analyzed by 
western blotting directed against α‐SMA (C). Liver mRNA expression levels of classical fibrosis markers were detected using real‐time RT‐PCR, 
the dotted line indicates the baseline (D). Hepatic injury in HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac was determined by alanine transaminase (ALT) (left 
panel) and aspartate transaminase (AST) (right panel) levels (E). Statistical analysis was performed with Mann‐Whitney test. Data are expressed as 
means ± SEM. n = 6 in HMGB1Flox‐sham group; n = 6 in HMGB1ΔMac‐sham group; n = 4 in HMGB1Flox‐BDL group; n = 7 in HMGB1ΔMac‐BDL 
group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 vs sham/BDL
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in acute inflammation, tissue regeneration, scarring, and fi-
brosis. Here, using conditional deletion of HMGB1 protein 
specifically in macrophages, we clearly demonstrate that 
macrophage‐derived HMGB1 protein does not play a key 
role in fibrogenesis in three different organs using a wide 
range of well‐established models in vivo. In contrast, a recent 
study by Ge et  al, using macrophage‐specific genetic abla-
tion (LysM‐CRE) or neutralization strategies demonstrates 
that macrophage and hepatocyte‐derived HMGB1 rather par-
ticipates in liver fibrosis.41 Employing cell‐specific knockout 
of HMGB1 in macrophages in vivo, our report questions the 
contribution of a prototypical DAMP or pro‐inflammatory 
cytokine HMGB1 in the pathogenesis of fibrosis. The oppo-
site conclusions of both studies might be due to the use of 
different mice. While Ge et  al used a conditional deletion 
of HMGB1 exons 2‐3, we employed mice expressing floxed 
exons 2‐4. It is hard to fully explain this obvious discrepancy 
but the presence of the exon 4 in the study of Ge et  al may 
be a possible caveat as bioinformatics analysis tend to dem-
onstrate the presence of an active open reading frame (ORF) 
even after CRE recombination, suggesting that exons 4 and 
5 are still possibly translated and biologically active. These 
two different floxing strategies resulted in opposite results 
on HMGB1 and mitochondrial quality control and autophagy 
mechanism in vivo,30,42 but similar outcomes in liver cancer 
progression19,43 without really finding a rational molecular 
explanation.44-46 Further studies will be needed to decipher 
why both transgenic lines lead to similar conclusions in cer-
tain contexts and to opposite conclusions in specific settings.
The present work is clearly questioning the potential role 
of macrophage‐derived HMGB1 during fibrosis and its rele-
vance in vivo. Numerous reports have been published in re-
cent years, showing in vitro that innate immune cells might 
actively secrete HMGB1, after an inflammatory challenge 
such as LPS. In vivo, few reports suggesting that macro-
phage‐derived HMGB1 may be involved in acute inflamma-
tion diseases like in the colon or lungs.47,48 But most of these 
in vivo studies used pharmacological agents such as ethyl‐
pyruvate that has been identified as a potential blocker of 
the nuclear to cytoplasmic translocation47 typically observed 
in macrophages cell lines. In the meantime, other publica-
tions have demonstrated that epithelial cells might be capable 
of an active secretion of HMGB1 such as adipocytes, skin 
 fibroblasts, or colon cancer cells49-51 implying that ethyl‐ 
pyruvate may also prevent active secretion in these  epithelial 
cells and would then not be specific of macrophages, 
F I G U R E  5  Macrophage‐specific deletion of high mobility group B1 (HMGB1) does not play a role in UUO‐induced kidney fibrosis. 
Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac of kidney section and quantification of positive pixels per 
kidney section. Scale bar: 500 μm (A). Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against α‐smooth muscle actin 
(α‐SMA) and quantification of positive pixels per kidney section. Scale bar: 500 μm (B). Kidney extracts from HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice 
were analyzed by western blotting directed against α‐SMA (C). Kidney mRNA expression levels of classical fibrosis markers were detected using 
real‐time RT‐PCR, the dotted line indicates the baseline (D). Statistical analysis was performed with Mann‐Whitney test. Data are expressed as 
means ± SEM. n = 3 in HMGB1Flox‐sham group; n = 3 in HMGB1ΔMac‐sham group; n = 12 in HMGB1Flox‐UUO group; n = 10 in HMGB1ΔMac‐
UUO group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs sham/UUO
T A B L E  1  Echocardiographic and anatomical analysis as a function of transverse aortic constriction (TAC). Statistical analysis was 
performed with a two‐way ANOVA analysis
Time post surgery 4 wk
Genotype HMGB1Flox Sham HMGB1ΔMac Sham HMGB1Flox + TAC HMGB1ΔMac + TAC
Echocardiographic parameters
LVEDD (mm) 3.443 ± 0.12 3.435 ± 0.11 4.018 ± 0.15** 3.846 ± 0.12**
LVESD (mm) 1.955 ± 0.09 1.98 ± 0.12 2.604 ± 0.22* 2.39 ± 0.16*
FS (%) 43.25 ± 1.93 42.25 ± 1.79 36.25 ± 3.29 38.36 ± 2.37
Anatomical parameters
BW (g) 31.94 ± 0.54 30.49 ± 1.25 27.29 ± 0.90** 28.73 ± 0.69**
Heart weight (mg) 144.3 ± 7.14 152 ± 3.51 169.5 ± 11.21* 174.3 ± 6.38*
HW/TL (mg/mm) 78.27 ± 3.81 82.51 ± 1.70 97.8 ± 6.22** 98.6 ± 3.64**
Data are expressed as means ± SEM. n = 4 in HMGB1Flox/sham group; n = 4 in HMGB1ΔMac/sham group; n = 8 in HMGB1Flox/TAC group; n = 13 in HMGB1ΔMac/
TAC group.
BW, body weight; FS, fractional shortening; HMGB1, high mobility group B1; HW/TL, heart weight to tíbia length ratio; LVEDD, left ventricular end‐diastolic dimen-
sion; LVESD, left ventricular end‐systolic dimension; TAC, transverse aortic constriction.
*P < 0.05. 
**P < 0.01 vs sham/TAC. 





   | 241PERSONNAZ Et Al.
undermining conclusions drawn from previous in vivo works 
using ethyl pyruvate. In this context, the in vivo role of mac-
rophage‐derived HMGB1 is still elusive, and only cell‐spe-
cific deletion strategy might help to decipher precisely which 
processes are driven by macrophage‐derived HMGB1. To the 
best of our knowledge, only a few studies have been already 
published using a genetic model of macrophage‐specific in-
validation of HMGB1. Among them, the work from Huebener 
et al demonstrated using two different CRE lines (MX1‐Cre 
and VAV1‐Cre) targeting bone marrow‐derived cells, that 
circulating levels of HMGB1 were severely blunted after 
an LPS challenge in vivo,52 meanwhile Yanai et  al, using 
LysM‐Cre deleter targeting more specifically macrophages, 
showed no changes in HMGB1 circulating levels after the 
same LPS stimulation.53 Taken together these results tend 
to suggest that macrophages might be marginally involved, 
as opposed to in vitro studies, in active secretion process of 
HMGB1 after an LPS challenge questioning the relevance 
of HMGB1 active secretion by macrophages in vivo. It is 
possible that LPS is substantially different from stimuli en-
countered by macrophages during fibrogenic challenges such 
as CCL4 injections. But while we noted that HMGB1 circu-
lating and liver levels were increased during all fibrogenic 
models used in our study, we found no changes in HMGB1 
levels in plasma (Figure S7A‐E), but a slight decreases in 
fibrotic livers (Figure S7F,G) harvested from HMGB1ΔMac 
compared to HMGB1Flox mice supporting one more time a 
marginal contribution of macrophage‐derived HMGB1 in the 
whole circulating pool but a rather more significant role at 
the tissue level in the liver after CCL4 injection or following 
BDL (Figure S7F,G).
Despite being the best possible approach in vivo, HMGB1 
cell‐specific deletion may also have potential caveats that 
need to be considered. As now well established, HMGB1 is 
within the cell, an abundant nuclear factor conserved among 
all eukaryotic cells, which regulates chromatin conformation 
and gene regulation and once outside the cells, a danger signal 
promoting inflammatory reactions. By deleting HMGB1 in 
the macrophages, we de facto blunted both intra and extracel-
lular pools of HMGB1. And in their report, Yanai et  al stated 
that HMGB1 macrophage‐specific deletion may have altered 
intracellular homeostasis and notably autophagy pathways,53 
which would have serious consequences on macrophages 
physiology, polarizing them toward a pro‐inflammatory 
phenotype with notably a higher capacity to secrete IL1β and 
IL‐18 and promoting eventually macrophage cell death.53 
In this context, we cannot rule out that deletion of Hmgb1 
gene in macrophages may have altered macrophages function 
in our settings. Thus, we could hypothesize that generating 
such confounding factors (modifying macrophage global 
function and survival) could prevent us to properly assess 
the sole HMGB1 extracellular function in vivo and possible 
impact on fibrogenesis. Only sophisticated genetic strategies 
could help to discriminate between the role in macrophages 
of HMGB1 as a nuclear factor in one hand and as a secreted 
factor in the other hand.
Despite unexpected results on macrophage‐derived 
HMGB1 and fibrogenesis, our study does not question 
the overall role of DAMPs in fibrogenesis. Several pub-
lications demonstrated using well‐characterized DAMPs 
receptors, belonging to the pattern recognition receptor 
(PRR) family, that DAMPs and sterile inflammation play-
ers are definitely driving tissue scarring and fibrogenesis. 
Reports addressing potential HMGB1 receptors involve-
ment in fibrogenesis clearly demonstrate that PRRs such 
as toll‐like receptors (TLRs) or receptor for advanced 
glycation end products (RAGE) are causally connected to 
tissue scarring in the lungs, kidney, heart, or liver. TLR4 
knockout mice are protected against fibrogenesis upon 
chemically or surgically induced fibrosis in the liver,34 
heart,54 and lungs,55 TLR2 knockout mice are preserved 
toward cardiac fibrosis,56 and TLR9 has been involved in 
liver fibrosis.57,58 And RAGE has also been connected to 
fibrogenesis in the lungs59,60 and kidneys.61 Thus, there is 
a consistent body of literature demonstrating that PRRs 
such as TLRs or RAGE are involved in fibrogenesis, 
therefore suggesting that DAMPs or other types of ligands 
besides HMGB1, may exert a pro‐fibrotic activity.62 In 
this context, HMGB1 certainly acts as DAMP in certain 
conditions or as an alarmin in other conditions depending 
on the cell source. Considering the complexity of sterile 
inflammation response, with such a variety of ligands 
and receptors, one could hypothesize that initiation of 
an inflammatory or pro‐fibrotic response may depend on 
an unknown threshold of necrosis, type of tissue injury 
combined with micro‐environmental conditions—not yet 
identified—which could affect and influence the channel-
ing toward no response, or inflammatory and/or fibrotic 
F I G U R E  6  Macrophage‐specific deletion of high mobility group B1 (HMGB1) does not modify cardiac fibrogenesis after transverse aortic 
constriction (TAC). Representative pictures of picrosirius red staining of HMGB1Flox mice and HMGB1ΔMac of heart section and quantification 
of positive pixels per heart section. Scale bar: 500 μm (A). Representative pictures of immunohistochemical staining with an antibody against α‐
smooth muscle actin (α‐SMA) and quantification of positive pixels per heart section. Scale bar: 500 μm (B). Heart extracts from HMGB1Flox mice 
and HMGB1ΔMac were analyzed by western blotting directed against α‐SMA (C). Heart mRNA expression levels of classical fibrosis markers were 
detected using real‐time RT‐PCR, the dotted line indicates the baseline (D). Statistical analysis was performed with Mann‐Whitney test. Data are 
expressed as means ± SEM. n = 3 in HMGB1Flox‐sham group; n = 3 in HMGB1ΔMac‐sham group; n = 8 in HMGB1Flox‐TAC group; n = 11 in 
HMGB1ΔMac‐TAC group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs sham/TAC
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response. Further in vivo work is needed, using sophis-
ticated genetic tools, to clearly assess how on a molec-
ular level, how nuclear and secreted HMGB1 may drive 
regeneration, inflammation, or fibrosis and to identify 
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DEUXIÈME OBJECTIF DE THÈSE : 
Étudier le rôle intracellulaire d’HMGB1 dérivé des macrophages au cours du choc inflammatoire 
aigu  
   
Mise en contexte : Mise à part le rôle extracellulaire d'alarme d’HMGB1, bien documenté dans la 
littérature, il existe un autre pendant des recherches axées sur HMGB1. Celles-ci concernent son rôle 
nucléaire/cytoplasmique. En effet, dans la cellule, notamment dans un macrophage, HMGB1 joue divers 
rôles, qui s’axent sur la dynamique chromatinienne (nucléaire) et le statut métabolique de la cellule 
(OXPHOS, Glycolyse, Autophagie) (L. Yang et al. 2014; Daolin Tang et al. 2011; Livesey et al., s. d.). 
Ensemble, ces régulations du métabolisme intracellulaire, permettent, dans le cas du macrophage, 
d'imaginer qu’HMGB1 pourrait avoir un rôle dans la polarisation de ce dernier. En effet, le macrophage 
est une cellule avec des mécanismes d’adaptation métabolique très importants, qui influence directement 
leur polarisation. De façon simplifiée, des macrophages avec des OXPHOS et un catabolisme des lipides 
actifs seront caractérisés comme des macrophages M2. A l'opposé du spectre de la polarisation de 
macrophage (Figure 16 dans l’introduction), un macrophage avec des OXPHOS dysfonctionnelles, et 
une glycolyse importante (Effet Warburg) sera caractérisé comme un macrophage M1. L'ensemble des 
mécanismes sous-jacent à ces adaptations métaboliques ne sont encore pas tous élucidés, et plusieurs 
zones d’ombre persistent. HMGB1, par son rôle dans l’autophagie (autophagie, mitophagie) semble être 
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L’inflammation est un processus physiologique, qui constitue une première étape cruciale qui enclenche 
le processus de régénération ou de réparation. La dérégulation de ces réactions inflammatoires conduit 
à de nombreuses pathologies responsables d’environ 50% des décès enregistrés chaque année dans le 
monde. Il apparaît important de trouver de nouvelles cibles visant à réduire l’amplitude de la réponse 
inflammatoire et éviter toute hyper-réaction, notamment des macrophages. Les mécanismes 
moléculaires sous-jacents à l’activation et à la fonction des macrophages sont liés à l’activité coordonnée 
de nombreux facteurs de transcription, eux-mêmes sous la dépendance de la dynamique chromatinienne. 
Au cours de ce travail, nous démontrons que le facteur nucléaire HMGB1 est un répresseur de 
l’activation des macrophages, et exerce un puissant effet anti-inflammatoire au cours d’un stress stérile 
ou infectieux. Les souris présentant une délétion spécifique du gène Hmgb1 dans les macrophages 
spécifiquement, présentent une réaction inflammatoire exagérée, pro-M1, pouvant entraîner la mort des 
souris après une overdose de paracétamol ou une candidose péritonéale. Des études fonctionnelles et 
moléculaires, chez le macrophage in vivo, ont permis de montrer qu’HMGB1 favorise et soutient 
notamment la biogénèse des lysosomes et leur acidification, qui sont des fonctions cruciales 
conditionnant la polarisation de type M2. Pris tous ensemble, ces résultats indiquent de façon 
surprenante que le facteur nucléaire HMGB1 soutient/promeut la polarisation M2 du macrophage. 


































Parmi l’ensemble des cellules impliquées dans la réponse inflammatoire, les macrophages se trouvent 
en première ligne. Il s’agit d’une population très hétérogène qui joue un rôle crucial aussi bien dans 
l’initiation que dans la résolution de l’inflammation. La polarisation des macrophages est un phénomène 
crucial permettant d’orienter les macrophages vers des fonctions très différentes. Ce phénomène de 
polarisation, très complexe, et encore très débattu, est sous la dépendance de très nombreux facteurs 
environnementaux, mais aussi intrinsèques aux macrophages comme l’activité de plusieurs facteurs de 
transcription (FdT), elle-même dépendante de la dynamique chromatinienne (voir introduction de cette 
thèse). L’accessibilité de la chromatine, à travers sa compaction ou décompaction, est sous l’influence 
de protéines nucléaires comme les histones mais aussi les protéines de la famille HMG (high mobility 
group) qui sont les protéines, hors histones, les plus abondantes dans le noyau (voir introduction de cette 
thèse). Dans ce contexte, nous avons donc posé l’hypothèse que le facteur nucléaire HMGB1 dans les 
macrophages pourrait jouer un rôle important dans la polarisation via la régulation de la dynamique 
chromatinienne et du transcriptome. Pour cela, nous avons délété le gène Hmgb1 dans les macrophages 
spécifiquement in vitro sur des cultures de macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM) et in 
vivo chez la souris. Sur ces modèles, en combinant une approche de transcriptomique et des études 
fonctionnelles, nous démontrons le rôle anti-inflammatoire de la forme nucléaire d’HMGB1, par son 

































Le macrophage HMGB1ΔMac présente une augmentation de la réponse inflammatoire 
 
Pour étudier l’impact possible de la délétion du gène Hmgb1 sur la physiologie du macrophage in vitro 
et in vivo, nous avons généré une lignée de souris présentant une délétion du gène Hmgb1 
spécifiquement dans les macrophages (HMGB1ΔMac) en croisant les souris LysM-Cre (LysM-CRE +/-) avec 
les souris Hmgb1 flox (HMGB1Flox). Les animaux contrôles utilisés dans notre étude, sont les souris 
Hmgb1 HMGB1Flox n’exprimant pas la recombinase CRE (HMGB1Flox). Pour la validation et la 
caractérisation de la délétion du gène Hmgb1, nous avons fait le choix de travailler sur les macrophages 
dérivés de la moelle osseuse (bone marrow derived macrophages notés “BMDM” dans le reste de 
l’étude) (Figure 1). Le BMDM est un modèle de culture primaire de macrophages très utilisé, qui permet 
d’étudier de nombreuses fonctions du macrophage in vitro (Van den Bossche et al. 2016; Zajd et al. 
2020). Tout d’abord, comparativement aux BMDM sauvages (HMGB1Flox), les BMDM issus des souris 
HMGB1ΔMac présentent une diminution sévère du nombre de transcrits et du niveau protéique d’HMGB1 
en intra- et extracellulaire, corroboré par le niveau d’expression de la recombinase CRE (Figure 1A-B, 
Suppl Figure 1A). A l’état naïf (noté M0), c’est à dire sans aucune stimulation, les BMDM HMGB1ΔMac 
présentent une tendance à l’augmentation de l’expression des marqueurs inflammatoires comme 
Dectine, Il-1β, Tlr2, ou Hif-1α ainsi qu’une augmentation de la sécrétion basale de MCP-1 ou TNF-α 
(Figure 1C, Suppl Figure 1C). Après stimulation au LPS (1ug/mL), alors que tous les marqueurs 
inflammatoires comme Mcp-1 ou Il-1β sont fortement induits chez BMDM HMGB1Flox (Figure 1C-D, 
Suppl Figure 1B) cette augmentation est plus sévère chez les BMDM HMGB1ΔMac (Figure 1C). Cette 
réponse hyper-inflammatoire s’accompagne d’une augmentation significative de la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires après 24 heures de stimulation LPS (10 ng/ml + IFN-ɣ (Figure 1D). Ces 
résultats suggèrent que l’absence d’HMGB1 favoriserait la polarisation du macrophage vers le type M1 
dès l’état basal (M0) et cet état pro-M1 serait amplifié même après stimulation au LPS. Compte tenu de 
l’impact délétère que pourrait jouer une hyper inflammation sur la viabilité des cellules, nous avons 
mesuré en cytométrie en flux, la quantité de BMDM HMGB1Flox et HMGB1ΔMac apoptotiques via 
l’utilisation de la sonde FAM-Flica, et aucune différence que ce soit en M0 ou en M1 n’a pu être 
identifiée (Figure Supplémentaire 1D). De plus, le calcul de la valeur de la charge adénylique (Figure 
Supplémentaire 2E) tout comme les taux intracellulaires d’ATP ou d’AMP déterminés par 
spectrométrie de masse (Figure Supplémentaire 2F) montrent une viabilité cellulaire optimale.  
En plus de ces marqueurs canoniques de l’activation des macrophages, nous avons évalué le 
métabolisme mitochondrial des BMDM-M0 HMGB1Flox et HMGB1ΔMac qui constitue un indicateur très 
fiable du profil inflammatoire du macrophage. Le métabolisme énergétique des BMDM mesuré par la 
technologie Seahorse, montre que les BMDM HMGB1ΔMac présentent une diminution globale de l’OCR 
(oxygen consumption rate, reflet de la respiration mitochondriale) (Figure 1E) s’accompagnant d’une 
diminution de la production d’ATP, de la respiration basale et maximale (Suppl Fig 1G) 
comparativement aux BMDM HMGB1Flox. En parallèle, la mesure de l’ECAR (extracellular acidification 
rate) reflétant l’activité glycolytique est plus importante chez le BMDM HMGB1ΔMac comparativement 
aux BMDM HMGB1Flox (Figure 1F). Il est important de souligner que la délétion d’HMGB1 ne génère 
aucun changement dans la quantité et la qualité de mitochondrie totale (Suppl Fig 1H-N) déterminée 
par la quantité d’ADN mitochondrial (Suppl Fig 1H), de transcrits spécifiques aux mitochondries 
(Suppl Fig 1I), par imagerie confocale (Suppl Fig 1J). L’utilisation de sondes fluorescentes en 
cytométrie en flux a permis de ne montrer aucune différence entre les génotypes dans la totalité du 
chondriome (Suppl Fig 1K-L), le potentiel de membrane ou le stress oxydant global (Suppl Fig 1M-
N). De plus, la consommation de glucose et la production de lactate, tout comme le profil des 
endométabolites, qui montrent chez les BMDM HMGB1ΔMac une élévation des métabolites de glycolyse 
(G1-P, G6-P ou F6-P) montrent une fois encore un métabolisme glycolytique bien plus important chez 
le BMDM HMGB1ΔMac comparativement aux BMDM contrôles (Figure Supplémentaire 2A-C). Ces 
analyses en lien avec la fonction mitochondriale et le métabolome appuient les résultats décrits 
auparavant, puisque l’utilisation préférentielle de la glycolyse plutôt que de la respiration mitochondriale 




terminer le phénotypage, nous avons mesuré la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), qui 
constitue une autre caractéristique importante de la physiologie du macrophage. A l’état naïf M0, les 
macrophages BMDM HMGB1ΔMac produisent davantage de ROS que les contrôles (Figure 1G). Cette 
production de ROS exacerbée reste aussi supérieure à celle des BMDM HMGB1Flox même lorsque les 
macrophages sont polarisés M1 au préalable grâce à une stimulation LPS et IFNɣ pendant 24 heures 
(Figure 1H). Prises toutes ensembles, ces explorations montrent que la délétion du gène Hmgb1 dans 
les macrophages induit un phénotype inflammatoire chez les macrophages en culture que ce soit à l’état 
basal (M0) ou après activation (M1) et ceci sans altération de la viabilité cellulaire. 
 
Les voies inflammatoires et la machinerie du lysosome sont affectées chez le macrophage, en 
l’absence du gène Hmgb1 
 
Pour mieux comprendre les voies de signalisation régulées par HMGB1 dans le macrophage, nous avons 
réalisé un profil d’expression génique sans à priori en séquençant des librairies d’ARN (RNAseq) 
générés à partir des BMDM naïfs (M0) HMGB1Flox et HMGB1ΔMac (Figure 2). Les résultats du RNAseq 
montrent par l’analyse en composantes principales un profil transcriptomique différent en fonction des 
génotypes (Figure 2A). Cette différence de profil se traduit par une expression génique différentielle 
comme illustré par le volcano plot (Figure 2B) et la clusterisation non supervisée (Figure 2C). Ces 
analyses montrent que chez les macrophages HMGB1ΔMac présentent 1043 gènes dont l’expression est 
augmentée (Differentially expressed genes –”DEG UP”) et 1006 gènes dont l’expression est 
significativement diminuée (“DEG-DOWN”) comparativement aux macrophages contrôles. Des 
analyses bio-informatiques d’enrichissement utilisant la banque de données EnrichR révèlent que dans 
les DEG-UP, les composés cellulaires- suivant la classification Gene Ontology (GO)- les plus 
représentés concernent la machinerie du lysosome (GO:0005764 ou GO:0000323) (Figure 2D). De 
plus, l’évaluation des fonctions régulées par les DEG-UP selon la base de données KEGG montre que 
ces gènes réguleraient principalement des fonctions pro-inflammatoires telle que l’immunité Th17, les 
voies de signalisation dépendant du TNFα ou de NF-kB (Figure 2F). Une analyse des données fouillées 
(data mining) en utilisant l’algorithme de la base de données Jensen montrent aussi que les DEG-UP 
sont associés à la signalisation NF-kB, de la machinerie du lysosome mais aussi de façon intéressante 
de la signalisation mTOR (Figure 2H). L’ensemble des résultats indique que les DEG-UP pourraient 
soutenir un profil pro-inflammatoire des macrophages HMGB1ΔMac, ce qui confirme le phénotype pro-
inflammatoire observé en Figure 1. Suivant la même logique d’analyse, nous avons étudié les fonctions 
biologiques régulées par les DEG-DOWN (Figure 2G-I). De façon similaire aux DEG-UP, la 
machinerie du lysosome, notamment son contenu (GO:0098852 ou GO:0042581) et sa fonction 
semblent régulées par les DEG-DOWN (Figure 2G-H). De plus, l’algorithme Jensen, associe ces 
fonctions biologiques à la fonction protéolytique de la vésicule (Figure 2I). De façon surprenante, ces 
analyses bioinformatiques non biaisées suggèrent que la délétion d’Hmgb1 chez le macrophage induit 
un profil pro-inflammatoire qui pourrait être associé à des perturbations/modifications importantes de 
la machinerie du lysosome. En parallèle, nous avons comparé la signature transcriptomique (plutôt 
inflammatoire) des BMDM HMGB1ΔMac à l’état M0 avec des BMDM-M1 traités au LPS 12-24 heures 
(GSE 103958). 254 DEG-UP et 432 DEG-DOWN identifiés chez les BMDM HMGB1ΔMac sont 
communément retrouvés au cours de l’activation classique des BMDM M1 traités au LPS/IFNɣ (Figure 
Supplémentaire 3A-B). Ces résultats montrent qu'effectivement les BMDM HMGB1ΔMac présentent 
certaines similarités transcriptomiques avec des macrophages activés. Enfin, et afin d’identifier des FdT 
impliqués communément dans ces régulations transcriptionnelles, nous avons mené une analyse des 
motifs en utilisant la base données Opossum 3.0. Les FdT identifiés sont KLF-4, SP-1 ou NF-kB sur la 
famille DEG-UP (Figure 2J) ou Nkx2-5, Lhx3 ou Pdx-1 pour la famille des DEG-DOWN (Figure 2K). 
Parmi ces FdT, plusieurs comme KLF4, NF-kB ou Lhx3 ont été associés à la polarisation des 
macrophages et à leur activation, on peut donc supposer qu’ HMGB1 pourrait réguler l’activité de ces 







La machinerie du lysosome est altérée en l’absence d’Hmgb1, chez le macrophage en culture 
 
La suite de notre travail à consister à établir un lien fonctionnel entre l’absence d’Hmgb1 et une possible 
altération de la machinerie du lysosome mis en évidence par l’analyse non biaisée du transcriptome 
(Figure 2). Comme le montre la représentation de la classification non supervisée en Figure 3A-B, chez 
le BMDM HMGB1ΔMac les gènes impliquées dans la fonction globale du lysosome (GO:0005764) ont une 
expression génique drastiquement réduite comparativement aux contrôles (Figure 3A). Sur les 147 
gènes englobés par cette catégorie GO, 48 sont différentiellement et significativement (padj<0,05) 
régulés chez le macrophage HMGB1ΔMac et 47 sont significativement sous-exprimés. Cette modification 
du lysosome est corroborée par la réduction importante de l’expression des gènes codant pour différentes 
sous-unités de la pompe ATPase vésiculaire (v-ATPase), composantes essentielles de la membrane du 
lysosome et responsables de l’acidification du lysosome comme l’Atp0v1a ou l’Atp6v0a1 (Figure 3B, 
Figure Supplémentaire 4A). Pour aller plus loin, et tester fonctionnellement ces résultats de 
transcriptomique, la quantité des lysosomes a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant la sonde 
Lysotracker (Figure 3C-D). Les BMDM des deux génotypes soit à l’état naïf M0 ou M1 (24 heures de 
LPS (10 ng/mL) et IFNɣ (40 ng/mL)) ont d’abord été classés sur l’expression des marqueurs CD45 et 
F4/80. En M0 chez les populations CD45+ F480+, la fluorescence émise par le lysotracker est inférieure 
chez les macrophages HMGB1ΔMac comparativement aux contrôles. A noter que l’ajout de bafilomycine 
(notée BafA), inhibiteur de la v-ATPase, diminue drastiquement l’acidification des lysosomes et bloque 
l’émission de toute fluorescence validant ainsi la pertinence de la sonde (Figure 3C-D). De plus la 
polarisation M1 entraîne une diminution importante de la quantité de lysosomes (Figure 
Supplémentaire 4B), mais que même dans ce contexte-là, les BMDM HMGB1ΔMac ont un signal 
lysotracker diminué par rapport aux BMDM HMGB1Flox (Figure 3C). Selon la même stratégie, 
l’efficacité de l’équipement enzymatique du lysosome a été évaluée en mesurant la fluorescence émise 
par la protéolyse de l’ovalbumine en cytométrie en flux. De façon similaire, aux expériences précédentes 
la digestion de l’ovalbumine, reflet de l’activité protéolytique lysosomale, est significativement réduite 
chez les BMDM HMGB1ΔMac comparativement aux BMDM HMGB1Flox à l’état naïf et M1 (Figure 3D).  
Ces résultats confirment donc les analyses non biaisées et permettent de suggérer que la quantité de 
lysosomes ainsi que leur acidification sont altérées, entraînant une réduction de l'activité protéolytique 
chez le BMDM HMGB1ΔMac comparativement aux BMDM contrôles.  
 
 
La délétion d’Hmgb1 dans le macrophage in vivo conduit à une inflammation exagérée après une 
injection de CCL4 et à la mort après une overdose de paracétamol 
 
De façon à étudier les conséquences fonctionnelles que pourraient engendrer les perturbations décrites 
précédemment chez le BMDM HMGB1ΔMac in vivo, nous avons soumis les souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 
à deux challenges inflammatoires stériles. Avant toute chose, nous avons tout d’abord vérifié que le 
nombre de cellules immunes n'était pas altéré dans les tissus des souris HMGB1ΔMac comparativement 
aux souris HMGB1Flox (Figure Supplémentaire 5) pour exclure tout biais dans l'interprétation de nos 
résultats.  
Le premier challenge consiste en une injection intrapéritonéale d’une toxine hépatique, le tétrachloride 
de carbone (CCL4) qui va provoquer une nécrose et apoptose massive des hépatocytes et donc un choc 
inflammatoire. Comme attendu, les souris injectées présentent une élévation des niveaux circulants des 
enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) par rapport à des souris non traitées (données non montrées). 
Mais après traitement, les souris HMGB1ΔMac présentent une augmentation supérieure à celle des souris 
HMGB1Flox, suggérant une augmentation de l’hépatotoxicité chez les souris HMGB1ΔMac (Figure 4A). 
L’analyse des biopsies de foie montrent une augmentation de l’infiltrat inflammatoire myéloïde et 
lymphoïde (Cd45, Cd3, Cd4, Cd11b ou F4/80) en utilisant des marqueurs inflammatoires en RT-qPCR 
(Figure 4B) ainsi qu’une augmentation des sécrétions inflammatoires circulantes telles que MCP-1, 
TNF-α ou IL-1β (Figure 4C) chez les souris HMGB1ΔMac comparativement aux souris HMGB1Flox. Cette 
inflammation exagérée, observée chez les souris HMGB1ΔMac s’accompagne d’une augmentation 
importante des plages de nécrose (coloration H&E) et du nombre de macrophages (marquage CLEC4F) 




un choc inflammatoire stérile, les souris HMGB1ΔMac présentent une hyper-inflammation qui se traduit 
par une augmentation des dommages tissulaires qui pourrait avoir des conséquences importantes sur la 
fonction hépatique.  
Pour compléter cette étude, et utiliser un modèle d’inflammation stérile plus pertinent sur le plan 
clinique, nous avons soumis les souris à une overdose de paracétamol qui entraîne de sévères altérations 
de la fonction hépatique pouvant conduire au décès des patients (comme décrit à la page 28 de 
l’introduction). De façon, identique au modèle CCL4, après injection d’une dose létale de paracétamol 
(500 mg/kg), alors que 50% des souris HMGB1Flox sont mortes 4 jours après injection, il ne faut que 48 
heures pour que 50% des souris HMGB1ΔMac décèdent (Figure 4F). La mort prématurée des animaux 
HMGB1ΔMac est à mettre en relation avec une augmentation du nombre de monocytes circulants et de 
neutrophiles et macrophages hépatiques quantifiés par cytométrie en flux (Figure 4G-H). Comme pour 
le CCL4, l’overdose de paracétamol conduit les souris HMGB1ΔMac à une inflammation exagérée qui 
entraîne une mort prématurée. L’ensemble des résultats suggère que le profil pro-M1 montré par les 
macrophages HMGB1ΔMac in vitro en culture primaire se traduit aussi par une hyper inflammation délétère 
voire létale chez la souris. 
 
 
La délétion d’ Hmgb1 dans le macrophage in vivo conduit à une hyper-inflammation létale après un 
choc septique ou candidose péritonéale. 
 
 
Après avoir étudié le phénotype des souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac après un choc inflammatoire stérile, 
nous avons soumis ces mêmes souris à des challenges inflammatoires infectieux, qui mettent en jeu 
différentes fonctions chez les macrophages et d’autres voies de réponses inflammatoires que les chocs 
stériles (Figure 5). 
Tout d’abord, les souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac sont injectées avec une faible dose de LPS (1 mg/kg en 
i.v), et les marqueurs ARN inflammatoires tels que Mcp-1 ou Cd11b sont augmentés dans le foie chez 
les souris HMGB1Flox comparativement aux souris non traitées (Figure 5A). De plus, après une injection 
létale de LPS (17,5 mg/kg en i.v), les souris HMGB1ΔMac meurent de façon prématurée comparativement 
aux souris contrôles comme le montre la courbe de survie en Figure 5B. De plus, cette hyper-sensibilité 
au choc septique s’accompagne chez les souris HMGB1ΔMac d’une augmentation des marqueurs 
inflammatoires dans le foie (Figure 5C), d’une augmentation des taux circulants de cytokines 
inflammatoires comme l’IL-17, MCP-1 ou l’IFN-ɣ (Figure 5D), d’une augmentation des monocytes-
macrophages ou des NK circulants dans le sang (Figure 5E). Et dans la rate, la leucopénie consécutive 
au choc septique est moins prononcée chez la souris HMGB1ΔMac que chez les souris contrôles en ce qui 
concerne les neutrophiles ou les NK (Figure 5F). 
Ces résultats spectaculaires sont basés sur l’utilisation du LPS, qui est un peptide bactérien synthétique 
inerte qui certes est capable de mimer un choc septique mais qui a quand même de nombreuses limites. 
Pour contourner ces problèmes, nous avons soumis les souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac à une candidose 
péritonéale, pathologie causée par le champignon Candida Albicans. Après administration d’une dose 
létale de C. Albicans, les souris HMGB1ΔMac présentent une tendance à une mortalité précoce 
comparativement aux souris contrôles (Figure 5G), suggérant comme les autres challenges 
inflammatoires, que les souris HMGB1ΔMac présentent une hypersensibilité au pathogène C. Albicans. 
Pour explorer le comportement des macrophages face à C. Albicans, les macrophages péritonéaux 
(pMAC) des souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac sont incubés ex vivo avec C. Albicans. De façon 
intéressante, lorsque les pMACs HMGB1Flox et HMGB1ΔMac sont incubés avec C. Albicans à basse 
température (4 heures à 4°C), la liaison au champignon est identique dans les deux génotypes (Figure 
5H). Lorsque les pMACs sont incubés avec des Candida-GFP à 37°C pendant quatre heures, après 
internalisation, on retrouve une accumulation de fluorescence GFP, signe d’une protéolyse moins 
performante, chez les pMACs HMGB1ΔMac (Figure 5I), ce qui est corroboré par une diminution de 
l’expression des gènes codants pour les sous-unités de la pompe v-ATPase dans les pMACs 
(Supplementary Figure 6A). Dans le même temps, après plusieurs heures d’incubation, le nombre de 
colonies vivantes de C.Albicans a tendance à être plus important lorsque le champignon est mis en 
présence des pMACs HMGB1ΔMac (Figure 5J), suggérant une moindre efficacité dans la clairance du 




réduite chez les pMACs HMGB1ΔMac lorsqu’ils sont en présence de C. Albicans comparativement aux 
pMACs contrôles, que ce soit à l’état naïf ou M1 (Figure 5K-L). Néanmoins les pMACs HMGB1ΔMac 
sont toujours capables de s’activer suite à une incubation avec C. Albicans, comme le montre 
l’augmentation de l’expression des marqueurs inflammatoires comme Tnf-α ou Rela (Figure 
Supplémentaire 6B). L’ensemble de ces résultats suggère, qu’au cours d’un challenge infectieux, les 
macrophages présentant une délétion d’ Hmgb1, ont une capacité fongicide réduite en lien avec une 
altération de l’efficacité du lysosome et de la production de ROS.  
Discussion 
La réaction inflammatoire est une fonction physiologique fondamentale visant, en fonction du type de 
lésions tissulaires ou d’agressions pathogènes, à mobiliser le système immunitaire pour stopper la 
progression de ces évènements délétères mais aussi à revenir à l’état initial en restaurant l’architecture 
et la fonction du tissu lésé. Néanmoins, la réaction inflammatoire peut être vue comme une lame à double 
tranchant, puisqu’une réaction dérégulée dans son amplitude et/ou dans la durée peut conduire à de 
nombreux dommages tissulaires, à la perte de fonction d’organes et même au décès. Par ce travail, en 
combinant des approches in vitro sur des cultures primaires de BMDM et des modèles in vivo de chocs 
inflammatoires stériles ou infectieux, nous montrons le rôle important que joue la protéine HMGB1 
dans la physiologie des macrophages. HMGB1, dans sa forme nucléaire, semble jouer un rôle de rhéostat 
dans le choix de la polarisation M1 ou M2, qui en fonction du contexte physiopathologique peut avoir 
des conséquences délétères sur la fonction de l’organisme.  
 
 
Rôle nucléaire vs rôle extracellulaire. 
HMGB1 est désormais connu pour sa fonction en tant que DAMPs, capable de signer une lésion 
tissulaire, puis d’initier et de maintenir la réaction inflammatoire. L’augmentation des taux circulants 
d’HMGB1 au cours d’un challenge inflammatoire stérile ou infectieux est décrite dans de nombreuses 
publications y compris dans l’article 1 de cette thèse. Cette augmentation sérique qui est la résultante du 
relargage passif d’HMGB1 par les cellules épithéliales nécrotiques et par la sécrétion active des cellules 
myéloïdes, induit une forte réaction inflammatoire. En revanche, les effets biologiques que nous 
observons sont avant tout anti-inflammatoires associés à la forme nucléaire d’HMGB1. La localisation 
subcellulaire d’HMGB1 dans les macrophages à l’état M0 est exclusivement nucléaire comme montré 
par immunocytochimie (Figure 1A article 1), ce qui suggère que l’ensemble des effets pro-
inflammatoires observés chez le BMDM HMGB1ΔMac (Figure 1) sont probablement exclusivement 
dépendants des effets nucléaires. De plus, au cours d’une activation par le LPS et IFNɣ où après 12-24 
heures de stimulation HMGB1 peut être retrouvé dans le milieu de culture (Figure Supplémentaire 
1A), on peut poser l’hypothèse qu’HMGB1 puisse exercer, dans notre système de BMDM,  des effets 
biologiques extracellulaire via sa liaison à des récepteurs membranaires. A ce jour, les récepteurs 
identifiés sont tous de nature pro-inflammatoire comme le TLR-4 ou RAGE, mais le caractère pro-
inflammatoire du macrophage HMGB1ΔMac affaiblit cette hypothèse. De plus, dans la plupart des 
expériences, le milieu de culture est changé avant la mesure de la production de ROS où l’évaluation de 
la respiration mitochondriale, ce qui signifie qu’aucune forme d’HMGB1 ne se trouve présente dans le 
milieu extracellulaire pendant l’expérience, et la contribution d’une forme extracellulaire d’HMGB1 
aux effets biologiques observés est donc peu probable. Pour vraiment évaluer les effets potentiels de 
cette forme extracellulaire d’HMGB1, sur la production de ROS par exemple, surtout après activation 
au LPS, des incubations avec un anticorps neutralisant sur des BMDM sauvages sont planifiées. Mais il 
est clair que chez la souris, après un choc inflammatoire, les deux formes d’HMGB1 coexistent. Au 
cours d’une candidose, les macrophages reçoivent des signaux pro-inflammatoires de la forme 
extracellulaire d’HMGB1 (D. Wang et al. 2020) ils sécrètent aussi HMGB1 pour amplifier la réaction 
inflammatoire, mais ont un pool nucléaire qui est aussi là pour réguler l’ampleur de la réponse. C’est 
certainement l’équilibre entre la réponse de chacun des pools qui régule l’amplitude de la réponse 
inflammatoire. Les approches pharmacologiques étant peu spécifiques, seules des approches génétiques 
chez l’animal permettront de quantifier la contribution respective de la forme d’HMGB1 nucléaire 







Effet nucléaire/chromatinien d’HMGB1 
 
 
Si à l’état M0, HMGB1 n’est pas exporté dans le cytoplasme et reste dans le noyau, ceci suggère que 
ses effets anti-inflammatoires sont médiés par sa localisation nucléaire. HMGB1 a d’abord été identifié 
comme une protéine pouvant interagir avec l’ADN, capable de régir sa conformation 3D et son état de 
compaction (Kang et al. 2014). Tout récemment, notre équipe a pu montrer qu’HMGB1 était capable, 
dans une tout autre cellule (l’hépatocyte), de réguler l’activité du FdT LXR et PPARɣ via l’occupation 
de l’ADN, notamment autour des TSS (Transcription Starting Sites) (Personnaz et al. 2021). D’autres 
équipes ont pu montrer des effets similaires sur des cultures primaires de cellules sénescentes où 
HMGB1 pouvait réguler des programmes transcriptionnels pro-sénescence en jouant notamment sur la 
conformation de l’ADN (Sofiadis et al. 2019). Dans ce contexte et en collaboration avec le laboratoire 
du Pr. Argyris Papantonis (Université de Gottingen, Allemagne), nous développons une approche 
d'immunoprécipitation de Chromatine couplée à du séquençage haut-débit (ChIP-seq) sur des BMDM 
HMGB1Flox à l’état M0 et M1. L’analyse bioinformatique des zones de l’ADN occupé différentiellement 
par HMGB1 permettra de disséquer le type de mécanisme moléculaire que régule HMGB1 à l’état M0 
et M1. Il sera particulièrement intéressant d’évaluer la liaison d’HMGB1 aux séquences promotrices 
des gènes dépendants de KLF4, NF-kB ou Nkx2-5, qui sont des FdT identifiés par l’analyse de motifs 
sur les DEG issus de l’analyse du séquençage d’ARN (Figure 2J-K). Compte tenu de la régulation 
forte, et inattendue, que semble exercer HMGB1 sur la physiologie du lysosome (Figure 2D-I), nous 
regarderons aussi l’occupation d’HMGB1 sur des zones dépendantes des facteurs de transcriptions 
impliqués dans la biogénèse des lysosomes comme TFEB (Peña-Llopis et al. 2011; Settembre et al. 
2011). D’autres approches complémentaires pourront être aussi envisagées pour étudier notamment la 
dynamique chromatinienne en l’absence d’HMGB1. Des expériences de Ch-IPseq visant les histones 
H3K27me3 (chromatine fermée) ou H3K27ac (chromatine ouverte) ou d’autres approches comme 
l’Assay for Transposase-Accessible Chromatin couplé au séquençage haut-débit  (ATACseq) sont 
actuellement à l’étude. 
 
 
Polarisation du macrophage et fonction lysosomale 
 
 
Dans le macrophage naïf (M0) l’absence d’HMGB1 induit une orientation des macrophages vers un 
profil M1. Les analyses bioinformatiques ont pu montrer que la signature transcriptomique des M0 
HMGB1ΔMac convergeait vers celle des BMDM sauvages polarisés M1 par traitement au LPS et à l’IFNɣ 
(GSE000103759) (Figure Supplémentaire 3A-B). Les BMDM M0 HMGB1ΔMac présentent déjà à l’état 
naïf un niveau d’activation sur le plan transcriptomique mais aussi fonctionnel puisque la production de 
ROS est déjà augmentée (Figure 1G-H). Il est aussi intéressant de noter que les M0 HMGB1ΔMac 
ressemblent aux macrophages M1, plus par les gènes sous-exprimés que ceux surexprimés (diagramme 
de Venn Figure Supplémentaire 3B). La principale fonction biologique en lien avec les gènes sous-
exprimés concerne la machinerie lysosomale (Figure 2&3). Le lysosome joue un rôle prépondérant 
dans la fonction du macrophage, et comme évoqué dans l’introduction de cette thèse, chez le 
macrophage, cet organite est important pour la polarisation M1 et M2. La fonction cruciale du lysosome, 
et notamment son acidification, peut être très différente en fonction du profil du macrophage. Le pH du 
phagolysosome du M2 est très acide, alors que pH du phagosome M1 est plutôt basique (Canton et al. 
2014). De façon très schématique, basée sur les données de la littérature, la fonction lysosomale du M1, 
en lien avec son activité de « tueur » (bactéricide, virucide et fongicide) doit être très fugace et explosive, 
alors que l’activité du macrophage M2 se focalise d’avantage sur la phagocytose des cellules 
apoptotiques ou débris en tout genre (appelée efférocystose) et nécessite plus de temps. Ces mécanismes 
d’efférocytose sont décrits comme essentiels chez le macrophage M2, et indispensables dans la 
résolution de l’inflammation. L’invalidation in vivo des acteurs clés de l’efférocytose, oriente le 
macrophage vers un profil M1, favorisant la progression de pathologies inflammatoires (Cai et al. 2020; 
Y. Zhou et al. 2020). La modification des propriétés du lysosome pourrait donc contribuer au phénotype 





Dans le contexte du macrophage, le lysosome joue aussi un rôle important dans la maturation et 
digestion du phagosome après sa liaison, notamment à l’aide de la sous unité de la v-ATPase 
(ATP6V0D2) (Xia et al. 2019). Les acides aminés et autres nutriments rendus disponibles à l'intérieur 
de la lumière lysosomale, après digestion protéolytique (à l’aide de protéases dont l’activité nécessite 
un pH acide) sont recensés par toute la machinerie mTORC1 (Ballabio et Bonifacino 2020; Condon et 
Sabatini 2019). De nombreux articles rapportent que l’activité de la signalisation mTOR influence la 
polarisation des macrophages et est cruciale pour initier la polarisation M2 (Hayama et al. 2018; Byles 
et al. 2013; Hallowell et al. 2017; Kimura et al. 2016). En effet, les invalidations de Lamtor1, Rictor ou 
Tsc conduisent à une translocation du facteur de transcription TFEB ou TFE3 dans le noyau, connu pour 
entraîner une polarisation de type M1 (Hayama et al. 2018; Pastore et al. 2016). TFEB pourra alors 
initier un programme transcriptionnel complexe avec notamment la promotion de l’expression de gènes 
(i) de la biogenèse du phagosome et du lysosome, important pour générer assez de membrane pour 
éliminer les pathogènes et (ii) de l’inflammation comme les cytokines inflammatoires IL-6 ou TNF-α 
qui vont pouvoir alerter d’autres cellules du système immunitaire (Hayama et al. 2018). Il est important 
de noter que la plupart des souches de souris invalidées pour la voie mTOR (Lamtor1ΔMac, RictorΔMac ou 
TscΔMac) présentent une hypersensibilité au choc infectieux conduisant aux décès des animaux par une 
polarisation exacerbée des macrophages vers le profil M1 (Byles et al. 2013; Hallowell et al. 2017; 
Kimura et al. 2016). Des expériences sont actuellement en cours pour déterminer le lien entre la présence 
d’HMGB1 et l’activité de la voie mTOR et des voies de signalisation en aval, comme la translocation 
nucléaire du FdT TFEB notamment. Dans ce cas aussi, la fonction modifiée de la machinerie du 



























































































Figure 1:  HMGB1Δmac  BMDM exhibits a inflammatory phenotype in vitro : (A) Expression en ARNm d’Hmgb1 et de la Cre recombinase 
dans les BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac. (B) Immunoblot représentatif ciblant HMGB1 et GAPDH dans des BMDM de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac. (C) Expression en ARNm des marqueurs de l’inflammation après une stimulation avec du LPS (10 ng/mL) et 
INFɣ (40 ng/ml) dans les BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1 ΔMac au cours du temps sur 24 heures. (D) Quantification des cytokines 
libérées par les BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac  après 24 heures de polarisation M1 induite par LPS  (10 ng/mL) et INFɣ (40 
ng/ml) (E-F) BMDM en culture dans des plaques de Seahorse, lors de l’analyse des flux extracellulaire, les BMDM sont traités avec (E) 
oligomycine (Oligo), FCCP, puis de la roténone (R) et de l’antimycine A (A), afin d’obtenir l’expression des OXPHOS à partir des paramètres 
de l’OCR (oxygen consumption rate) (F) avec du glucose (Glu), de l’oligomycine (Oligo), et du 2-deoxyglucose (2DG) afin de déterminer 
l’activité de glycolyse à partir des paramètres de l’ECAR (extracellular acidification rate). (G-H) Production de ROS par des BMDM de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M0 (G) ou M1 (H). Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, 
****p<0.0001. n = 4 (F-H) ou plus (A,C,D,E) HMGB1Flox et n = 4 (F-H) ou plus (A,C,D,E) HMGB1ΔMac sont comparés entre eux par un test 

















Figure 2 : RNA-seq analysis reveals a lysosomal dysfunction in HMGB1ΔMac BMDM : (A) Représentation en PC (Composante principale) 
de la signature transcriptionnelle des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0. (B) Représentation en volcano plot du différentiel 
d’expression génique entre les BMDM HMGB1Flox et HMGB1ΔMac. (C) Clusterisation non supervisée représentée en Heatmap illustrant le 
différentiel d’expression d’ARNm entre les BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en bleu les DEG-DOWN et en rouge les DEG-UP. 
(D, E, F) Graph bar représentant les composants cellulaires (D), les voies métaboliques de KEGG (E), et compartiments Jensen (F) pour les 
gènes DEG-UP (G, H, I) Graph bar représentant les composants cellulaires (G), les voies métaboliques de KEGG (H), et compartiments Jensen 
(I) pour les gènes DEG-DOWN.  (J-K) Identification par l'analyse des motifs des DEG-UP (J) et des DEG-down (K) du Top 5 des FdT et du 


























Figure 3 : Macrophage specific-deletion of Hmgb1 induces an ineffective acidification and a reduced function of the lysosomal 
compartment: (A) Heatmap représentant le différentiel d’expression des ARNm retrouver dans le GO « Lysosome » entre les BMDM de 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac. (B) Heatmap représentant le différentiel d’expression des ARNm codant pour les différentes sous-unités de la 
pompe à proton vacuolaire (v-ATPase) lysosomale entre les BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac. (C-D) Quantification par cytométrie 
en flux de l’intensité médiane de fluorescence (FMI) du Lysotraker (C) ou de l’Ovalbumine (D) chez des BMDM (CD45+ et F4/80+) de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac à l’état M0 et polarisés M1. Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. 
n = 3 ou plus (B,C,D) HMGB1Flox et n = 4 ou plus (B,C,D) HMGB1ΔMac sont comparés entre eux par un test de Mann and Whitney (C), ou des 

































Figure 4 : HMGB1Δmac mice display increased inflammatory response and mortality during sterile inflammation : (A) Dosage 
plasmatique des ALT et AST chez des souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après administration de CCL4. (B) Quantification des 
ARNm issue du lobe médian du foie de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après administration de CCL4. (C) Quantification des 
cytokines plasmatiques des souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après administration de CCL4. (D) Quantification des zones de nécrose 
hépatique par une coloration à l'hématoxyline/éosine de coupe de foie issue de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 36 heures après administration 
de CCL4. (E) Quantification des cellules de Kupffer par immunohistochimie contre la protéine CLEC4F sur des coupes de foie issues de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 36 heures après administration CCL4. (F) Courbe de survie d’animaux HMGB1Flox et HMGB1ΔMac après 
administration d’une dose létale de paracétamol (500 mg/kg, per os). (G) Quantification des différentes populations immunes circulantes de 
souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après une administration de paracétamol (300 mg/kg).  (H) Quantification des différentes 
populations immunes de la fraction stromal du foie de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après une administration de paracétamol 
(300 mg/kg). Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 4 ou plus HMGB1Flox et n = 4 ou plus 
HMGB1ΔMac sont comparés entre eux par un test de Mann and Whitney (A,D,E) , ou des multi t-test (B,C,G,H), ou par un Mantel-Cox test (F). 
Les données sont moyennées ± SEM. #p<0.05, ##p<0.01, ###<p0.001, ####p<0.0001. n = 4 HMGB1Flox et n = 4 HMGB1ΔMac sont comparés 































Figure 5 : HMGB1Δmac mice exhibit an exaggerated inflammatory response leading to death after septic shock or 
peritoneal candidosis : (A) Expression des ARNm marqueurs de l’infiltrat et de l’inflammation chez des souris HMGB1Flox 
et HMGB1ΔMac en condition basale, ou 16 heures après injection d’une faible dose de LPS (1 mg/kg). (B) Courbe de survie 
d’animaux HMGB1Flox et HMGB1ΔMac après injection d’une dose létale de LPS (17.5 mg/kg en intraveineuse). (C) 
Quantification des ARNm issus du lobe médian du foie de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après injection de LPS 
(17.5 mg/kg). (D) Quantification des cytokines dans le plasma de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après injection 
de LPS (17.5 mg/kg). (E) Quantification des différentes populations immunes circulantes de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 
16 heures après une injection de LPS (17.5 mg/kg). (F) Quantification des différentes populations immunes de la rate de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 16 heures après une injection de LPS (17.5 mg/kg). (G) Courbe de survie d’animaux HMGB1Flox 
et HMGB1ΔMac après injection d’une dose létale de C. Albicans (100*108 blastospores par souris). (H) Histogramme 
représentant la capacité de liaison des pMACs de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac à C. Albicans in vitro. (I) Histogramme 
représentant la capacité de protéolyse des pMACs de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac à C. Albicans-GFP in vitro. (J) 
Histogramme représentant la capacité fongicide des pMACs de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac à C. Albicans-GFP in vitro. 
(K-L) Production de ROS par des pMACs de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M0 (K) ou en présence de C. 
Albicans (L). Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 3 ou plus HMGB1Flox 
et n = 3 ou plus HMGB1ΔMac sont comparés entre eux dans la condition traitée par un test de Mann and Whitney (H,I,J,K,L), 
ou des multi t-test (A,C,D,E,F), ou par un Mantel-Cox test (B,G).  Les données sont moyennées ± SEM. #p<0.05, ##p<0.01, 
###<p0.001, ####p<0.0001. n = 4 HMGB1Flox et n = 4 HMGB1ΔMac sont comparés entre la condition basale et la condition 


















Suppl Fig 1 : HMGB1Δmac BMDM have a reduced OXPHOS and no difference in chondriome : (A) Immunoblot représentatif ciblant 
HMGB1 dans du milieu conditionné de BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M1. (B) Quantification des ARNm des 
marqueurs de l’inflammation chez des BMDM de souris HMGB1Flox au cours de la polarisation M1 par rapport aux HMGB1Flox en M0. 
(C)  Quantification des cytokines issue du milieu conditionné de BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 24 heures à l’état de M0. (D) 
Quantification en cytométrie en flux du pourcentage d’apoptose (par la sonde FAM Flica) chez des BMDM (CD45+ et F4/80+) de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0 et en M1 (24 heures). (E) Représentation de la charge adénylique des BMDM en culture. (F) Quantification 
en spectrométrie de masse de l’ATP et AMP dans des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0 et en M1 (24 heures). (G) 
Histogramme représentant la production d’ATP mitochondriale (Gauche), la respiration basale (Centre) et la capacité maximale de respiration 
(Droite) par une approche de seahorse (OCR) sur des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M0. (H) Quantifications de la 
quantité d’ADN mitochondriale par rapport à la quantité d’ADN nucléaire (I) Quantification des ARNm marqueurs de la mitochondriogénèse 
entre des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M0. (J) Microscopie confocale et quantification du réseau mitochondrial 
de BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition M0 avec du MTG (Mitotracker Green) et du MTR (Mitotracker Red). (K-N) 
Quantification en cytométrie en flux de l’intensité médiane de fluorescence (FMI) du Mitotracker Red (K) Mitotracker Green (L), du TMRM 
reflet du potentiel de membrane (M) ou de la sonde MitoSox reflet du stress oxydant (N) chez des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac 
en M0. Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 4 ou plus HMGB1Flox et n = 4 ou plus 

































Suppl Fig 2 : HMGB1Δmac BMDM are more glycolytic : (A-B) Courbes au cours du temps de la consommation de glucose 
(Haut) et de la production de lactate (Bas) chez des BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0 (24 heures) (A) et en 
M1 (24 heure) (B). (C) Heatmaps de la quantité de métabolites intracellulaires entre des BMDM de souris HMGB1Flox et 
HMGB1ΔMac en M0 ou M1 (24 heures). Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. 





















Suppl Fig 3: Comparison of transcriptomic signature between HMGB1Δmac BMDM and LPS/IFNɣ-activated BMDM : 
(A) Heatmaps représentant les DEGs identifiés chez les BMDM HMGB1Δmac dans l’activation des BMDM en M1 (LPS 12 
heures) ou (LPS  24 heures). (B) Diagramme de Venn représentant la superposition des gènes up régulés en M1 et chez le 









Suppl Fig 4: Lysosome function in HMGB1ΔMac compared to HMGB1Flox BMDM : (A) Heatmaps représentant le 
différentiel d’expression en ARNm issue de RT-qPCR de BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0 (24 heures). 
(B) Quantification par cytométrie en flux de l’intensité médiane de fluorescence (FMI) de l’Ovalbumine chez des BMDM 
(CD45+ et F4/80+) de souris HMGB1Flox à l’état M0 ou polarisés à l’état M1 (24 heures). (C) Représentation de DB string des 
interactions entre les différentes sous-unitées de la v-ATPase exprimées chez le BMDM. En rouge, celles impliquées dans la 
« mécanisme de rotation par hydrolyse d’ATP et de transport du proton ». Celles cerclées d’un anneau bleu sont celles dont 
l’expression est significativement diminuée chez les BMDM de souris HMGB1ΔMac. Données exprimées en fold des BMDM 
HMGB1Flox en M0. Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 4 ou plus 



























Suppl Fig 5: Characterization of immune cell populations in HMGB1Flox and HMGB1ΔMac mice : (A-F) Quantification 
des différentes populations immunes sanguines  (A), de la cavité péritonéale (B), de la fraction stromale du tissu adipeux (C), 
de la fraction stromale du foie (D), de la fraction stromale de la rate (E) et de la fraction stromale du muscle (F) de souris 
HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition basale. Données exprimées en fold des BMDM HMGB1Flox en M0. Les données sont 
moyennées ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 2 ou plus HMGB1Flox et n = 2 ou plus HMGB1ΔMac 






Suppl Fig 6 : Inflammatory and lysosome phenotype in HMGB1Δmac BMDM treated with C. albicans : (A) Expression 
génique des marqueurs inflammatoires des pMACs isolés des souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0 ou après une 
stimulation par C. albicans (4 heures) in vitro. (B) Heatmap représentant le différentiel d’expression des sous-unités de la v-
ATPase chez des pMACs isolés de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en M0. Les données sont moyennées ± SEM. *p<0.05, 
**p<0.01, ***<p0.001, ****p<0.0001. n = 3 ou plus HMGB1Flox et n = 3 ou plus HMGB1ΔMac sont comparés par un test de 




































I/ Qu’est-ce qui induit le profil pro-inflammatoire du HMGB1ΔMac ?  
Les données de la littérature comme nos données suggèrent que la localisation subcellualire d’HMGB1 
influence la fonction d’une cellule. Dans le macrophage, à l'état naïf, HMGB1 est nucléaire, par son rôle 
dans la chromatine, il réprime activement l’inflammation et améliore l’activité protéolytique du 
macrophage (Article 2). Dans la physiologie, suite à un challenge inflammatoire, le système immunitaire 
inné doit répondre rapidement, intensément, résoudre l’inflammation et revenir à un état basal non 
inflammatoire. L’intensité de la réponse inflammatoire est induite par les cytokines, et par la 
relocalisation d’HMGB1 dans le cytoplasme puis, hors de la cellule. En extracellulaire, il est un puissant 
adjuvant de l’inflammation. HMGB1, dans le macrophage, pourrait donc être un rhéostat de 
l’inflammation en fonction de sa localisation.  
Nous posons l’hypothèse que l’absence d’HMGB1 induit un remodelage du paysage chromatinien, 
générant de nombreux changements d’expression génique, entraînant le macrophage vers une 















Figure 44: Graphique représentant les rôles antagonistes d’HMGB1 en fonction de sa localisation subcellulaire. Nos recherches 
suggèrent qu’HMGB1 dans le macrophage participe au maintien du profil "naïf". Ce qui permet une plus grande amplitude de réponse lorsque 
le macrophage doit s’activer et déclencher une réaction inflammatoire. 
 
Le facteur de transcription TFEB : 
Nous avons montré dans nos recherches qu’HMGB1 favorise l’activité protéolytique des macrophages 
(Article 2-Figure 3D) en améliorant l’activité de la v-ATPase et acidifie les lysosomes du macrophage 
(Article 2- Figure 3C). HMGB1 influence et réduit dès le M0 le transcriptome en lien avec la biogenèse 
lysosomale (Article 2- Figure 3A). Si grâce au Ch-IPseq, on prouve qu’HMGB1 est présent sur les 
séquences promotrices des gènes sous-exprimés chez le HMGB1ΔMac (Article 2- Figure 3A), nous 
pourrions conclure qu’HMGB1 participe activement à leur transcription. Nous pourrions également 
mesurer chez le HMGB1Flox, l’enrichissement en HMGB1 au niveau des séquences promotrices des gènes 
cibles du FdT TFEB, impliqué dans la biogenèse des lysosomes. Si l’on identifie parmi les DEG DOWN 
chez le HMGB1ΔMac, des gènes ciblés également par TFEB, on pourra conclure qu’HMGB1 en association 
avec TFEB participe à leur transcription. De plus, nous pourrions mesurer chez le HMGB1ΔMac M0, la 
translocation du facteur TFEB dans le noyau par rapport à des HMGB1Flox en M0. Si HMGB1 favorise la 
transcription des gènes cibles de TFEB, nous devrions observer, en l’absence d’HMGB1, une 
augmentation de la présence de TFEB dans le noyau. TFEB au cours de  l’inflammation dans les 
macrophages entraîne la biogenèse des lysosomes et la sécrétion accrue de TNFα et d’IL-6 (Hayama et 




Donc, si TFEB est davantage présent dans les noyaux des HMGB1ΔMac que dans ceux des HMGB1Flox ceci 
consoliderait notre hypothèse selon laquelle : l’absence d’HMGB1 rend la chromatine des macrophages 
plus compatible à la transcription des gènes de l’inflammation, et TFEB pourrait bien être un des FdT 
impliqué dans cette promotion. 
La localisation de TFEB est en partie dépendante de l'activité de mTORC1 (Hayama et al. 2018). En 
l’absence d’ancrage au lysosome, mTORC1 est inactif et se retrouve dans le cytoplasme (Sancak et al. 
2010). L’inactivation de mTORC1 entraîne une accumulation massive de TFEB et TFE3 dans le noyau 
ce qui stimule la biogenèse des lysosomes et la synthèse des cytokines inflammatoires (Hayama et al. 
2018) ;(Mercalli et al. 2013). A l'inverse, l’activation du complexe mTORC1 est essentielle pour la 
polarisation M2 (Kimura et al. 2016). D’autres recherches faites chez la souris et sur du sang humain, 
confirme qu’un défaut d’activité de mTORC1 et donc de la physiologie des lysosomes est associé à une 
surinformation (N. Liu et al. 2019; B.-K. Min et al. 2019; Nakadera et al. 2016; Byles et al. 2013; 
Hallowell et al. 2017; Kimura et al. 2016). Chez C.elegans, le gène orthologue de TFEB (HLH-30) 
active la réponse anti-bactérienne lors d’une infection par S. aureus (Visvikis et al. 2014). TFEB au cours 
de l’évolution apparaît comme un “Master Gene” du lysosome et de la réponse innée.  
Plusieurs auteurs défendent le dogme selon lequel en absence de nutriments, la cellule entre dans un état 
de “jeûne” qui active l’autophagie et la biogenèse des lysosomes par le FdT TFEB (Settembre et al. 
2011). Cette voie biologique est détournée par les cellules myéloïdes, comme les macrophages, pour 
lutter contre une infection bactérienne. Les auteurs expliquent que cet état de “jeûne” cellulaire est un 
mécanisme ancestral de réponse face à une infection microbienne pour activer la réponse des 
macrophages de type M1. Plusieurs modèles d’infections bactériennes entraînent un jeûne cellulaire 
(dissociation du complexe mTORC1 du lysosome) (Tattoli, Philpott, et Girardin 2012). Les 
macrophages utiliseraient le système de détection des acides aminés, pour déclencher une réponse 
inflammatoire efficace et rapide contre l’infection bactérienne, en activant les voies de l’autophagie des 
lysosomes, de la phagocytose, et de la production de cytokines inflammatoires.  
Nous pouvons envisager, qu’en l’absence d’HMGB1 dans le macrophage cet axe de “nutrient sensing”  
(Sancak et al. 2010; Abu-Remaileh et al. 2017) soit altéré, du fait de la diminution de l’expression et de 
l’efficacité de la v-ATPase (figure 3C). Cette altération de la voie permettrait la translocation de TFEB 








Figure 45: Mécanisme possible du phénotype inflammatoire du HMGB1ΔMac. Afin de concilier défaut du lysosome et de la machinerie du 
“nutrient sensing” avec la production de cytokines qui provoque, lors de l’infection, une tempête cytokinique, nous proposons ce modèle 
hypothétique. Le HMGB1ΔMac, en l'absence de signalisation mTOR, présenterait une activation des FdT TFEB ou TFE3, plus importante que le 
HMGB1Flox , ce qui aboutit à une sécrétion accrue des cytokines  inflammatoires. Néanmoins, l’absence d’HMGB1, rend moins efficace 
l’acidification, et la phagocytose des macrophages. (Hayama et al. 2018; L. Thomas et al. 2017; Sancak et al. 2010; Pastore et al. 2016). 
 
D’autres facteurs de transcription comme autres pistes : 
TFEB peut constituer un candidat de choix pour expliquer notre effet biologique mais d’autres candidats 
sont possiblement impliqués. Parmi ceux-là figurent ceux identifiés par l’analyse RNAseq (Figure 2J-
K), mais aussi ceux identifiés par mon équipe dans d'autres contextes biologiques. 
En effet, dans l'hépatocyte, un récent travail de mon équipe, auquel j’ai participé met en lumière un 
nouveau rôle nucléaire d’HMGB1. Il agirait comme un répresseur de la lipogenèse hépatique en 
condition de stress métabolique (Personnaz et al. 2021). Dans cette étude les auteurs montrent 
qu’HMGB1 réprime l'activité lipogénique du FdT LXRα lors d’un stress nutritionnel, dans l'hépatocyte.  
Si nous transposons ce mécanisme au macrophage, on obtiendrait une répression de LXRα par HMGB1. 
Ce qui chez le HMGB1ΔMac se traduirait par une suractivation de LXRα, qui conduirait plutôt à 
l'acquisition d’un phénotype M2. Hors nos données montrent tout l’inverse, ce qui exclut 
potentiellement tout lien entre HMGB1 et LXRα dans le macrophage, mais étaye le rôle de régulateur 
que peut jouer HMGB1 sur les FdT en général. Il semble donc qu’HMGB1, au lieu d’agir uniquement 




Nous pouvons envisager que dans le macrophage HMGB1 réalise son rôle de modérateur sur les FdT 
pro-inflammatoires, comme NFkB, ou IRF5. Ce qui chez le HMGB1ΔMac se traduirait par une 
suractivation de ces FdT pro-inflammatoires. 
Pris ensemble, mes recherches et celles récentes de mon équipe, suggèrent, un nouveau rôle qu’HMGB1 
dans le noyau du macrophage et dans celui de l’hépatocyte. HMGB1 nucléaire module la lipogénèse 
hépatique, ainsi que l’inflammation des macrophages (Personnaz et al. 2021). 
 
Le nutrient sensing et la voie mTOR : 
 
 
En plus de la caractérisation du phénotype inflammatoire présentée 
dans l'article 2, le macrophage HMGB1ΔMac semblerait, car il s’agit 
encore de données préliminaires, présenter un défaut de “nutrient 
sensing” (Figure 46 ci-contre). Cette hypothèse découle de 
l'analyse du métabolome fait sur des BMDM HMGB1Flox et 
HMGB1ΔMac en culture dans différents états : Croissance-prolifération, 
M0, et M1. Dans la condition de croissance i.e de cellules en 
prolifération (définit par une haute concentration de glucose (4,5 
g/L) et 10 % de sérum de veau fetal) nous observons chez le 
HMGB1ΔMac une diminution de l’ensemble des métabolites 
intracellulaires. 
Figure 46 : Heatmap comparant la quantité des métabolites intracellulaires chez les 
BMDM de souris HMGB1Flox et HMGB1ΔMac en condition de croissance. Les métabolites des 
BMDM sont dosés en spectrométrie de masse. Les données sont moyennées et rapportées en 
fold du HMGB1Flox. Les tests statistiques réalisés sont des multi t-test (valeurs sur le côté droit 
de la heatmap) et un test two-way anova est réalisé sur l’ensemble des métabolites entre le 
HMGB1Flox et le HMGB1ΔMac (valeur sur le haut de la heatmap).   
 
Cette diminution quasi systématique des taux des différents métabolites comme le PRPP 
(Phosphoribosylpyrophosphate) ou le FBP (Fructose 1,6 bis phosphate), ou encore le Cis-aconitate, 
semble suggérer un defaut dans le “nutrient sensing” et des voies de synthèse cellulaire impliquant 
mTOR et la voie AKT. 
Dans le domaine d’étude du métabolisme cellulaire, la question des flux métaboliques (définie par l'écart 
entre les taux de production et les taux de consommation des molécules à travers une voie métabolique) 
est fondamentale. Cela signifie qu’il y a deux explications possibles à cette diminution de la quantité de 
métabolites. (i) Leur synthèse est diminuée (problème de “nutrient sensing”), (ii) Leur consommation 
est augmentée (voies cataboliques). Si on se place à un nombre de cellules égal, on peut envisager deux 
scénarios pour expliquer ces variations d'endo-métabolites : 
-l’internalisation des substrats/nutriments est déficiente en lien avec une machinerie de digestion 
lysosomale altérée, ce qui induit de facto une diminution de la quantité de ces métabolites 
-pour atteindre une prolifération cellulaire optimale, la cellule HMGB1ΔMac consomme davantage de 
substrats en accentuant ses voies cataboliques. 
De plus amples recherches sont nécessaires pour définir qui, entre la synthèse, ou la consommation est 
altérée chez le HMGB1ΔMac, notamment en mettant en place une approche de fluxomique grâce à 
l’utilisation de substrats marqués qui nous permettra de suivre leur internalisation et leur consommation. 
En parallèle, il nous faudra vérifier que les variations des taux de métabolites ne soient pas dues à une 
diminution du volume cytoplasmique par cellule ou à une diminution du nombre de cellules analysées 
chez le HMGB1ΔMac. Nous ne pouvons pour le moment pas exclure ces éventualités même si au cours de 




Prises ensemble, ces données suggèrent qu’à l’état naïf, le macrophage HMGB1ΔMac présenterait 
une dysfonction lysosomale qui pourrait altérer la détection des nutriments par mTORC1. La diminution 
du “tonus” du complexe mTORC1 pourrait être fondamentale sur la fonction de la cellule, son 
programme transcriptionnel et par voie de conséquence sur l’orientation prise par le macrophage, avec 
une polarisation préférentielle M1.   
 
II /Effets délétères : tempête cytokinique vs dysfonctions lysosomales 
 
Notre travail a permis de montrer en utilisant trois modèles inflammatoires, que l’absence du gène 
Hmgb1 entraînait la mort prématurée des animaux. Cette mort précoce a en fonction des modèles 
probablement des causes différentes. Dans deux cas (overdose de paracétamol et injection létale de LPS) 
la mort des animaux est imputable à la tempête cytokinique en lien avec l’inflammation systémique (et 
aux possibles altérations de l’efferocytose). Dans un cas (infection par l’agent Candida albicans), la 
mort des animaux semble imputable à l'impossibilité pour les macrophages HMGB1ΔMac d’exercer 
correctement leur activité fongicide, par une dysfonction lysosomale et une production de ROS 
amoindrie.  
En effet, dans les deux premiers modèles inflammatoires, nous avons mis en évidence une production 
accrue de cytokines inflammatoires chez le HMGB1ΔMac par rapport au HMGB1Flox. Au cours du temps, 
notamment seize heures après l’injection, les concentrations plasmatiques des cytokines sont les plus 
hautes (Figure 5D) et coïncident avec le premier décès chez les souris HMGB1ΔMac (Figure 5B). Cela 
suggère qu’au cours d’inflammation stérile (APAP) ou d’endotoxémie (LPS) il existerait un rôle direct 
des cytokines sur la survenue de la mortalité. Ceci souligne le côté pro-inflammatoire du HMGB1ΔMac.  
A l’inverse dans le modèle de candidose péritonéale, à part pour le Tnfα, nous ne retrouvons pas 
d’augmentation des transcrits clefs de l’inflammation entre le HMGB1Flox et de HMGB1ΔMac, in vitro 
(Figure Supplémentaire 6A). De plus amples expériences sont nécessaires afin de doser les cytokines 
dans le plasma des animaux infectés par C. albicans pour confirmer ou pas cette hypothèse. 
D’autres part, nous observons chez le pMAC HMGB1ΔMac une tendance à la diminution des capacités de 
phagocytose ainsi qu’un défaut d’activité fongicide dépendant de la production de ROS (Figure 5K-L). 
HMGB1 semble dans le cas des pMAC promouvoir la machinerie de protéolyse et la production de ROS 
in vitro par la NADPH-oxydase impliquée dans la réponse antifongique.  
Cette différence sur la production de ROS dans le pMAC le HMGB1ΔMac semble s’opposer à celle 
observée à la Figure 1G-H, où l’on observe une augmentation de la production de ROS dans le 
HMGB1ΔMac BMDM. Cette différence peut être due à la nature du modèle cellulaire (BMDM vs pMACs) 
et reste à caractériser en profondeur. Néanmoins, certains éléments de réponses peuvent être avancés. 
(i) La réponse immunitaire in vivo, face au pathogène C.albicans est complexe et nécessite une étroite 
interaction entre deux polarisations opposées, les M1 (induit par réponse Th1) et les M2 (induit par 
réponse Th2) (Romani, s. d., 199). Chacun de ces deux phénotypes permet aux pMACs une élimination 
du pathogène par phagocytose et production de ROS. Le succès de l’élimination dépend donc d’une 
balance M1/M2. En effet, la polarisation M2a (induit par l’IL-13) à été décrite, dans le cas d’une 
infection par C.albicans comme essentielle pour la lutte contre l’infection (Coste et al. 2008). (ii) Dans 
le modèle cellulaire du BMDM, nous avons clairement mis en évidence une prédisposition à entraîner 
une réponse inflammatoire de type M1 (Figure Supl 3). On peut supposer que cela limiterait les capacités 
à entraîner une réponse anti-inflammatoire de type M2. Si on transpose cette analyse faite sur le BMDM, 
aux pMACs dans le cas d’une infection par C.albicans nous aurions un déséquilibre de la balance en 
faveur des réponses M1 et M2 et certainement une élimination moins efficace. (iii) Cependant la 
transposition des mécanismes observés chez le BMDM aux pMACs reste délicate. Une récente étude 
compare ces deux types de macrophages et conclut que leurs caractéristiques fonctionnelles divergent 
(Zajd et al. 2020). Plus d’analyses sont notamment nécessaires pour comprendre le rôle d’HMGB1 dans 





III- HMGB1 chez l’Homme :  
HMGB1 nucléaire joue un rôle anti-inflammatoire par des mécanismes moléculaires encore en cours 
d'identification. Les résultats in vivo confirment l’importance que joue HMGB1 dans la régulation du 
choc inflammatoire. Son absence dans le paysage chromatinien peut contribuer aux décès des animaux 
lors des différents chocs inflammatoires stériles ou infectieux.   
Basé sur ces résultats très encourageants et prometteurs, nous sommes en train de développer une 
stratégie translationnelle en clinique de façon à confirmer si HMGB1 pourrait également jouer un rôle 
important dans l’amplitude de la réponse inflammatoire chez l’Homme. Un grand nombre de travaux 
dans la littérature décrivent une augmentation des taux plasmatique d’HMGB1 après un choc 
inflammatoire comme le choc septique, divers empoisonnements (paracétamol, paraquat), ou autres 
pathologies inflammatoires chroniques comme le purpura, arthrite rhumatoïde ou au cours d’un rejet de 
greffe (W. Huang, Tang, et Li 2010; D. Wang et al. 2020; Zamora et al. 2019; U. Andersson et 
Erlandsson-Harris 2004; Y. Huang et al. 2007). A ce jour, cette augmentation sérique est associée à une 
activation du système immunitaire, et une nécrose tissulaire conduisant à une réponse exagérée. 
Nous posons l’hypothèse que chez l’Homme, le gène Hmgb1 pourrait présenter un certain de degré de 
variabilité, appelé classiquement polymorphisme génique (Single Nucleotide Polymorphism ou SNP). 
Nous supposons que certains SNPs du gène Hmgb1 pourrait bloquer/changer/modifier la fonction 
nucléaire d’HMGB1, soit par exemple en jouant sur ses capacités à interagir avec l’ADN et/ou sur sa 
localisation sub-cellulaire. Sur le plan clinique, ça signifierait que les patients présentant certains 
variants du gène Hmgb1 auraient des prédispositions à développer des maladies inflammatoires 
chroniques ou à répondre très défavorablement à des chocs aigus. Actuellement, quatorze variants 
exoniques ont déjà été décrits (Voir figure 47 ci-dessous), dont certains concernent les deux signaux de 
localisation nucléaire. Un plus grand nombre de variants concernent l'ensemble du locus Hmgb1  (autour 
d’une centaine), ce qui suggère une grande variabilité du gène, que l’on devrait retrouver dans la cohorte 





Figure 47: Les variants du genès d’Hmgb1 chez l’Homme. Schéma de la séquence codante d’ADN d’Hmgb1 (CDS) et les positions des 
SNP exoniques identifiées (haut). Tableau des informations moléculaire des 14 SNPs classées par exons extrait depuis la banque de données 
ensembl! (Bas).  
Techniquement les SNPs peuvent être identifiés par PCR, dans la région codante (CDS) mais peuvent 
aussi être présents dans les régions flanquantes du gène (Promoter et UTR) ou même les introns. Pour 
ce faire, nous avons développé une collaboration avec le Dr. Bounes-Vardon du service d'anesthésie-
réanimation du CHU de Rangueil de Toulouse, où nous aurons accès à du sang total de patients admis 
en réanimation après différents chocs inflammatoires (principalement choc septique). L’ensemble des 




(taux de lactate, numération de formule sanguine, pression artérielle etc) qui seront autant de paramètres 
cruciaux qui pourront servir à la stratification des patients. Sur chacun des patients, nous utiliserons 
l’ADN extrait sur les cellules sanguines, pour réaliser le séquençage du locus Hmgb1.  
Très brièvement et pour se lancer à la recherche des SNP, sur une cohorte de patients stratifiés sur la 
sévérité du choc septique, nous développerons uns stratégie en deux temps où (i) nous identifirons les 
SNP présents et les classerons en fonction de la sévérité du choc septique. Ensuite, (ii) nous validerons 
fonctionnellement in vitro leurs effets sur des cultures de macrophages. Enfin (iii) ce projet sera 
l’occasion de mesurer les taux circulants d’HMGB1 et d’évaluer s’il peut être considéré comme un bio-
marqueur diagnostic et/ou prédictif de la sévérité du choc septique, ce qui a par ailleurs déjà été suggéré 
pour l’overdose de paracétamol et le choc septique notamment (Gibot et al. 2007; Dear et al. 2018).  
Ce projet a reçu la validation du comité de protection des personnes (CPP) et le recrutement devrait 
commencer rapidement, en fonction de la durée de la crise de la COVID-19 qui accapare fortement 
l’activité du service. Néanmoins, un recrutement de patients COVID, et l’étude du polymorphisme du 
gène Hmgb1, pourrait avoir beaucoup de sens, notamment sur l’étiologie de la tempête cytokinique. 
Plusieurs études ont pu montrer une forte corrélation entre la mortalité de la COVID19 et la survenue 
de tempête cytokinique, et plusieurs publications scientifiques ont déjà établi des liens entre HMGB1 et 



































Matériels et méthodes 
 
 
Animaux : Les animaux sont manipulés selon les accords de la charte éthique de l’INSERM (US006 
CREFFRE-CEEA-122, 1710480320).  
 
 
Les modèles de survie : Candidémie : Des mâles de quatre mois sont injectés en i.p avec une solution 
de PBS contenant 100 x 108 C.Albicans.  
Overdose d’APAP : Une solution aqueuse d'acétaminophène est administrée per os à des mâles de 4 
mois à une concentration de 300-500 mg/kg.  
L’endotoxémie : Des mâles de quatre mois sont injectés en rétro-orbital après anesthésie gazeuse au 
isoflurane, avec une solution saline de LPS (17,5 mg/kg). 
 
 
Culture de BMDM : Isolation des cellules : Les animaux sont euthanasiés par dislocation cervicale. 
Les pattes postérieures des animaux sont prélevées. Les fémurs et tibias sont isolés et gardés humides 
dans du PBS stérile le temps du sacrifice. Une fois dans un champ stérile, avec des instruments stériles, 
les épiphyses des os sont sectionnées et la moelle osseuse est expulsée de l’os par un lavage DMEM:F12 
(Gibco). Plus précisément, des seringues de 5ml sont remplies de milieu et à l’aide d’aiguilles de 24 
gauges, la moelle osseuse est chassée par le milieu de lavage de la cavité de la diaphyse osseuse. Les 
cellules sont filtrées (40µm), puis une lyse des érythrocytes est réalisée pendant cinq minutes à 37°C. 
Les cellules progénitrices de la moelle osseuse sont alors comptées au compteur de cellule (Coulter) et 
ensemmensées par une densité de 20 000 cellules pour les plaques 24 puits de seahorse (Agilent). Ou à 
une densité de 100 000 cellules pour les plaques de culture 12 puits, ou à une densité 250 000 cellules 
pour les plaques de culture 6 puits.  
Culture : Les cellules sont cultivées en milieu DMEM/F12 à 10% de SVF et 1% de P/S 
(pénicilline/streptavidine) avec 20 ng/ml de M-CSF (Peprotech). Elles sont changées tous les trois 
jours.  
Différentiation : A J6 les cellules sont induites en différentiation sur les dernières 24 heures. Cette 
différenciation se fait avec du DMEM/F12 complet à 5% de SVF et 5% de P/S (pénicilline/streptavidine) 
avec 20 ng/ml de M-CSF (Peprotech) pour les M0. Ce milieu de différentiation est complété avec 10 
ng/ml de LPS et 40 ng/ml d’IFNɣ (Peprotech) pour les M1 et de 20 ng/ml d’IL-13 pour les M2.  
 
 
Exploration de l’OXPHOS et glycolyse (Seahorse) : OXPHOS (MitoStress) ou Glycolyse : Les 
BMDM sont ensemmensés à J0 à 20 000 cellules par puit de 24 puits dans la plaque de seahorse avec 
500 uL de milieu (DMEM : F12) 10% de SVF et 1% de P/S (pénicilline/streptavidine) avec 20 ng/ml 
de M-CSF (Peprotech). Les cellules sont changées tous les trois jours avec du milieu frais. Le J7 les 
cellules subissent le mitostress.  
OCR : Les BMDM sont alors incubés dans le milieu XF base medium (Seahorse, 102353-100) chauffé 
à 37°C et complété avec 10 mM de glucose, 2mM de glutamine et 2 mM de Pyruvate. La plaque de 
culture et les cellules sont alors placées dans un incubateur à 37°C sans CO2 pendant une heure avant 
l’expérience. Les drogues sont alors placées dans les puits : l’oligomycine dans le port A, le FCCP dans 
le port B, la roténone et l’antimycine dans le port C, de la “sensor cartrige” préalablement hydraté durant 
24 heures. 
ECAR : Les BMDM sont alors incubés dans le milieu XF base medium (Seahorse, 102353-100) chauffé 




un incubateur à 37°C sans CO2 pendant une heure avant l’expérience. Les drogues sont alors placées 
dans les puits : le glucose dans le port A, l’oligomycine dans le port B, le 2DG dans le port C, de la 
“sensor cartrige” préalablement hydraté durant 24 heures.  
Le taux de consommation d’oxygène (OCR) et celui de l’acidification extracellulaire (ECAR) des 
BMDM est déterminée après une administration sequentielle des drogues avec une concentration finale 
:  1.0 μM oligomycin (Selleck, S1478), 0.75 μM FCCP (Sigma-Aldrich, C2920) et 100 nM rotenone 
(Sigma-Aldrich, R8875) + 1.0 μM antimycin (Biovision, 2247-50), 100 mM de glucose (Sigma-Aldrich, 
G8270), 500 mM 2DG (Sigma-Aldrich, D6134).  
 
 
Isolation des macrophages péritonéaux : Les animaux sont euthanasiés dans une étuve à C02. Les 
macrophages péritonéaux sont collectés à l’aide de 5mL de PBS injectés puis récupérés dans le péritoine. 
Une lyse des érythrocytes est réalisée pendant 5 minutes à 37°C.  
 
 
Préparation des fractions stromales : Prélèvements des organes : Les animaux sont anesthésiés avec 
une dose de pentobarbital (50 mg/kg) une laparotomie est réalisée, puis les animaux sont perfusés avec 
une solution de PBS-EDTA depuis la veine cave, dans le sens inverse de la circulation sanguine. Ceci 
afin de chasser le sang des différents organes et ainsi éliminer la fraction immune circulante de l’organe. 
Une incision de la veine inférieure du foie, permet l'épanchement de la solution de lavage et du sang 
présent dans les vaisseaux. Les organes (foie, rate, sang) sont récupérés.  
Le sang : 60µL de sang est prélevé et conservé sur glace dans un tube avec 40µL d’EDTA. Les 
érythrocytes sont éliminés et lysés par deux incubations dans une solution de lyse des érythrocytes. Les 
leucocytes sont conservés au fond du tube, par une étape de centrifugation (800 RPM 10 minutes). 
 Le foie : les deux lobes qui entourent la vésicule biliaire sont prélevés et ciselés dans un tube eppendorf 
avec des ciseaux chirurgicaux. La préparation est digérée 35 minutes avec de la collagénase D 
(2.5mg/ml) dans un bain-marie à 37 °C avec une agitation douce. La préparation est ensuite passée sur 
un gradient de ficoll pour éliminer les hépatocytes. Enfin une lyse des érythrocytes est réalisée. Les 
leucocytes sont conservés au fond du tube, par une étape de centrifugation (800 RPM 10 minutes). 
La rate : la rate est passée au tamis (70µm) et lavée avec 10 ml de PBS. Une lyse des érythrocytes est 
réalisée sur le filtra de rate. Les leucocytes sont conservés au fond du tube, par une étape de 
centrifugation (800 RPM 10 minutes).  
 
 
Histologie : Fixation : Les organes sont fixés 24 heures dans une solution de fixation carnoy (60% 
Ethanol absolu, 30% Chloroforme, 10% Acide acétique). Puis, ils sont transférés dans de l’éthanol 70% 
pour être ensuite inclus.  
Inclusions et coupes : Les inclusions en paraffine sont réalisées par le plateau histologie de l’I2MC, et 
les coupes sont réalisées sur un Microtome Microm HM340E avec système Niagara à une épaisseur de 
5 µm.  
Coloration H&E : Les lames blanches alors immergées pendant 3 minutes dans une solution 
d'Hématoxyline (Sigma-Aldrich 51275), puis 20 secondes dans une solution diluée ⅓ d'éosine (Sigma-
Aldrich HT110116) complété avec de l’alcool absolu.  
Immunohistochimie : Les peroxydases endogènes présentent dans le tissus sont éliminées par un 
traitement avec une solution d’H2O2 à 0,3% complété avec de l’eau osmosée pendant 10 minutes. Les 
épitopes non spécifiques sont masqués avec une solution de saturation (1%BSA -TBST) pendant 10 
minutes. L'anticorps primaire contre CLEC4F est dilué au 1/150 puis déposé sur la lamelle. La liaison 




primaire, l’anticorps secondaire est déposé sur la lamelle. La liaison de l'anticorps II a lieu pendant 30 
minutes à température ambiante à l'abri de la lumière. Après lavage, la réaction de révélation se fait avec 
le réactif chromogène DAB (Dako) pendant 5 minutes. Après lavage, une contre coloration est réalisée 
en plongeant la lamelle dans une solution d'hématoxyline pendant 3 minutes (Sigma-Aldrich - 51275). 
Après déshydratation par des bains de concentration croissante d’alcool, les lamelles sont collées à l’aide 
d’une colle Eukitt (Sigma) et d’une contre lame.  
Numérisation et quantification : Les lames sont numérisées grâce au scanner de lame Nanozoomer du 
fabricant Hamamatsu. L’analyse d’image et la quantification sont réalisées en utilisant le logiciel 
Photoshop®. Les photos montrées sont représentatives. 
 
 
Cytométrie en flux : Préparation des fractions stromales : La viabilité des cellules des différentes 
fractions stromales est évaluée par l’utilisation du Live/Dead (Thermofisher). Les anticorps sont mixés 
et ajoutés aux cellules après avoir saturé les récepteurs au complément avec un Fc-bloc.  La liaison de 
l’anticorps a lieu pendant 30 minutes à 4°C à l'abri de la lumière. Après lavage les cellules lavées sont 
transférées dans des tubes de cytométrie en flux. Le cytomètre utilisé est un Fortessa. 
Préparation des cellules : Les BMDM sont lavés de leur milieu de culture à l’aide de PBS chauffé à 
37°C. Puis 450µL de milieu de culture contenant la sonde (ovalbumine 1/60ème de la solution stock de 
1 mg/ml ; lysotracker 1/25éme de la solution stock de 1 mM) est ajouté sur le tapis cellulaire pendant 
différents temps. Une fois la réaction faite, les cellules sont à nouveau lavées de leur milieu de culture 
à l’aide de PBS chauffé à 37°C. Les cellules sont décollées avec de la trypsine 0.05% pendant 5 minutes 
à 37°C, puis collectées. La viabilité des BMDM est évaluée par l’utilisation du Live/Dead (PE). Les 




Métabolomique : Analyse de l'endo-métabolome : Les BMDM sont ensemmensés en plaque 6 puits 
sur une lamelle de verre à une densité de 250 000 cellules pour 2,5 mL de milieu de croissance 
DMEM/F12 à 10% de SVF et 1% de P/S (pénicilline/streptavidine) avec 20 ng/ml de M-CSF 
(Peprotech). Après les différentes stimulations, les cellules subissent le “quenching” puis sont décollées 
dans un solvant de (Acétonitrile : Méthanol : H2O à des proportions de 4:4:2) avec une concentration 
de 125 mM d’acide formique et transférées dans un falcon de 15ml contenant 100µL d’IDMS puis 
soniqué pendant 20 minutes dans un bain avec de la glace. Le protocole est reproduit selon à publication 
de Martano et al., 2015 (Martano et al. 2015). Les échantillons sont ensuite envoyés avec de la carbo 
glace au plateau Metatoul pour analyse (Plateau Métatoul, adresse et interlocuteur).  
Analyse de l'exo-métabolome : Les BMDM sont ensemmensés en boite de petri à une densité de 1,4 x 
10^6 cellules pour 14 mL de milieu de croissance DMEM/F12 à 10% de SVF et 1% de P/S 
(pénicilline/streptavidine) avec 20 ng/ml de M-CSF (Peprotech). Après les différentes stimulations 250 
µL du milieu de culture sont collectées à différents temps, et directement plongés dans l’azote puis 
conservés à -80°C, jusqu'à l'envoi avec de la carbo glace au plateau Metatoul pour analyse.  
 
 
RNA-Seq : Préparation des échantillons : Les BMDM sont cultivées en milieu DMEM/F12 à 10% de 
SVF et 1% de P/S (pénicilline/streptavidine) avec 20 ng/ml de M-CSF (Peprotech). Elles sont changées 
tous les 3 jours. Elles ont été ensemmensées à une densité de 4 millions à J0 avec 40 mL de milieu de 
culture complet s boîte de petri de 15cm de diamètre. Il était demandé au minimum pour l'analyse 5µg 
d’ARNm totaux. Chaque échantillon doit avoir une une concentration minimale de 100 ng/µL avec une 
pureté sur le ratio 260/280 supérieur à 1.8, ainsi qu’une pureté dans le ratio 260/230 supérieur à 1.8.  Le 
volume total d’ARN était de 25µL. L’extraction d’ARNm a été faite selon la procédure en vigueur dans 
l'équipe, à une extraction au phénol/chloroforme (décrite ci-dessous : Extraction des ARN sur colonne). 




Lhuillier Plateau GeT-Santé, Tel : 05 61 32 56 49, Site web : get.genotoul.fr, Joindre l'équipe: get-
sante@genotoul.fr) L’analyse des datas a été réalisé par l’équipe de Delphine Labourdette (Plateau 
INSA- Delphine Labourdette, IE Bioinformaticienne, Plateforme GeT-Biopuces, Tél. : +33 (0)5 61 55 
96 87, delphine.labourdette@insa-toulouse.fr).  
 
 
Dosage des cytokines par multiplexage, Legendplex : Les plasmas, conservés à -80°C, ont été dosés 
par cytométrie en flux (cytomètre BD LSR Fortessa et le logiciel LEGENDplex (Biolegend®)). Les 
plasmas ont été incubés avec 12 billes portant chacune un anticorps reconnaissant une cytokine : CCL5, 
IL1β, IFNγ, TNFα, CXCL1, IL-4, IL-6, IL10, CCL2, CXCL12, IL1α et IL-13. Une réaction 
streptavidine PE-biotine a permis d’étudier la fluorescence émise par ces billes. Les résultats sont 
exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF). 
 
 
Dosages biochimiques plasmatiques : Le sang est prélevé à la veine cage après laparotomie. Le plasma 
est obtenu après centrifugation du sang pendant 5 minutes ; 4°C ; 8 000 RPM. Les dosages des 
transaminases (ALT pour ALanine aminoTransférase, et AST pour ASpartate aminoTransférase) ont 
été effectués en collaboration avec la plateforme Anexplo/Genotoul (http://anexplo.genotoul.fr/).  
 
 
Expression Génique par RT-qPCR en temps réel : Extraction des ARN sur colonne : les tissus sont 
broyés (Precellys™, Bertin Technologies) avec 1mL de Qiazol. Les lysats sont ensuite délipidés par 
ajout de 200µl de chloroforme et centrifugation (15 min, 4°C, 4000 rpm). La phase aqueuse est 
transférée dans l’éthanol absolu (350µL). Les échantillons (700µL) sont ensuite transférés sur colonnes. 
Après les différentes étapes décrites dans le protocole du kit et traitement à la DNase pendant 10 minutes, 
les ARN en solution aqueuse sont dosés par spectrophotométrie (Xpose™, Trinean®). Reverse 
transcription et qPCR : (kit « High Capacity cDNA reverse transcription » (Applied Biosystem®)). La 
RT est réalisée selon les consignes du fabricant à partir de 500 ng d’ARN. Lors de la qPCR, les ADNc 
sont mis en présence des amorces sens et anti-sens (Eurogentec®) diluées à leur concentration optimale. 
 
 
Western blotting : Préparation des échantillons : Les BMDM sont stimulés ou non avec du LPS dilué 
à une concentration de 10 ng/ml dans le milieu de culture DMEM:F12 (Gibco). Après lavage au PBS 
chauffé à 37°C les cellules sont lysées puis collectées dans une solution de Laemmli.  
Electrophorèse : Après sonication et choc thermique, les protéines sont déposées sur des gels de 
polyacrylamide pré-coulés (BioRad). Un courant de 100V est ensuite appliqué.  
Transfert et immunomarquage : Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose par 
un système de transfert semi-humide (BioRad). Après une étape de saturation (10% BSA-TBST), 
l’hybridation avec l’anticorps primaire se fait à 4°C pendant la nuit. La détection se fait par l’analyse de 
la chimioluminescence captée par le ChemiDoc (BioRad) puis quantifiée à l’aide du logiciel Image Lab. 
Les images montrées sont représentatives.  
 
 
Statistiques : Les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne accompagnée de l’erreur standard 
à la moyenne. La différence statistique des résultats est déterminée en utilisant un test de Mann-Whitney, 
ou de multi t-test, d’une two-way ANOVA. Le niveau de significativité choisie est p value <0.05 (*), p 





Sous-type cellulaires et caractéristiques :  
Neutro : CD45+ CD11b+ Gr1+ F4/80- 
Mono/Macro : CD45+ CD11b+ Gr1+ F4/80+ 
Lt:   CD45+ Gr1- CD3+ CD19- 
Lb:  CD45+ Gr1- CD3- CD19+ 







Sondes et leurs concentrations finales : 
MitoTraker Green à 1µM (Invitrogen M7514)  
Mito Traker Red à 1µM (Invitrogen M22425) 
MitoSOX, à 5µM (Molecular Probes M36008) 
Ovalbumine à 15 µg/ml (Thermo Fisher D-
12053) 
Lysotracker à 40 nM (Thermo Fisher L7526)  
Bafilomycine A1 à 100 nM (Sigma B1793-
2UG) 
FAM Flica au 1X (BioRab ICT097) 
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